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RESUMO

O uso de azois para o combate de doengas causadas por fungos deu-se no final dos
anos 60 com a introducao de dois medicamentos: o miconazole e o clotrimazole (Sheehan
et al., 1999). Entre os azois uma importante classe recebe destaque, os triazois, que
apresentamuma diversificada aplicacdo farmacologica, podendo ser utilizados no
tratamento de doengas superficiais, assim como em infec¢des sistematicas (Sheehan et
al., 1999). Apesar do uso amplo e eficiente desses farmacos, estudos entre as décadas de
80 e 90 demostraram o desenvolvimento de resisténcia a esses medicamentos por fungos
como Candida albicans e Paracoccidioidomicose brasiliensis (Casalinuovo et al., 2004).
Contudo, além do uso como agentes microbicidas, essas moléculas mostram-se bastante
atrativas devido a viabilidade em conectar dois farmacos e produzir uma nova molécula
biofuncional (Petrova et al., 2015). Ainda tratando de agentes microbicidas, os peptideos
antimicrobianos mostram-se uma eficiente alternativa a substitui¢do de antibidticos
convencionais, devido a sua alta seletividade e baixa toxicidade farmacoldgica (Ferreira
et al., 2015). O peptideo antimicrobiano HSP1, isolado do anuro Hyla punctata ¢
constituido por 14 residuos de aminoacido (GILDAIKAIAKAAG) e apresenta moderada
atividade antimicrobiana (Prates et al., 2004b). No entanto, estudos recentes mostraram
que alteragdes estruturais nesse peptideo elevaram consideravelmente a sua atividade
antifingica frente as culturas do género Candida (Junior et al., 2017a). Neste trabalho
foram sintetizados os analogos do HSP1 substituidos com unidades glicotriazdlicas para
estudos do efeito da presengdo do substituinte no modo de intera¢do do peptideo HSP1
com meios biomiméticos de membranas celulares.

Os estudos biofisicos de RMN, CD e ITC mostraram que a inser¢ao das estruturas
e glicotriazolica ndo alteraram significativamente a estrutura helicoidal dos derivados
glicotriazol de HSP1, contudo propiciam melhor interagdo do peptideo pela insercao das
unidades sacarideas na interface das membranas fosfolipidicas. Além disso, foi possivel
verificar neste trabalho que a presenga da unidade glicotriazol causou efeito significativo
na degradacdo do ergosterol. Neste sentido, além de causar maior perturbacdo da
bicamada fosfolipidica, devido a maior interagdo, a unidade glicotriazol atuou na

degradacdo de um dos componentes fundamentais da membranas de fungos.

Palavras-chave: Peptideo antimicrobiano, glicotriazol-peptideo, atividade antifungica.






ABSTRACT

The use of azoids against infectious diseases caused by fungi has been started from
1960s with the introduction of the two drugs, miconazole and clotrimazole (Sheehan et
al., 1999). Between this class of molecules the triazoles can be highlighted, as present a
diverse pharmacological application and may be used in the treatment of superficial
diseases as well as in systematic infections (Sheehan et al., 1999). Despite the wide and
efficient use of these drugs, serveral studies has demonstrated the development of
resistance to these drugs by fungi such as Candida albicans and Paracoccidioidomycosis
brasiliensis (Casalinuovo et al., 2004). Nevertheless, apart from the use as microbial
agents, these molecules prove to be highly attractive due to the feasibility of connecting
two drugs and producing new biofunctional molecules (Petrova et al., 2015). Still dealing
with microbial agents, antimicrobial peptides are an efficient alternative to substitution
of conventional antibiotics mainly due to the high selectivity and low pharmacological
toxicity (Ferreira et al, 2015). The antimicrobial peptide HSP1, isolated from Hyla
punctata anuran is composed by 14 amino acid residues (GILDAIKAIAKAAG)
presenting moderated antimicrobial activity (Prates ef al., 2004). However, recent studies
have shown that structural changes in this peptide have considerably increased its
antifungal activity against cultures of the genre Candida (Junior et al., 2017). In this work,
the analogs [trz-G1] HSP1, [p-Glc-trz-G1] HSP1 and [p-GlcNac-trz-G1] HSP1 were
synthesized for studies of the effect caused in the peptide-membrane interaction by
addition of glycotriazol moiety in the HPS1 structure.

The biophysical studies of NMR, CD and ITC revealed that although the insertion
of glycotriazol moiety did not changes the helical structure of the HSP1, allow a greater
peptide-membrane interaction by insertion of saccharidic units in the interface of the
phospholipid bilayer. In addition, it was possible to verify that the presence of
glycotriazole presents a significant effect on ergosterol degradation. In this regard,
besides arise the peptide-membrane interaction, which in turn results in a membrane
disruption, the presence of glycotriazol moiety also operates in the degradation of

fundamental components of the fungi membrane composition.

Key words: Antimicrobial peptide, glicotriazolic-peptide, antifungal activity.
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1 Introducao

Todos os anos um grande numero de pessoas sdo infectadas por doencas causadas
por fungos, tendo uma grande contribui¢cdo para o indice de mortalidade (Miiller et al.,
2017). Atualmente, os principais medicamentos utilizados no combate desses patogenos
sdo aqueles cuja constituicdo basea-se em derivados de triazois. O principal farmaco
antifingico presente no mercado ¢ o Fluconazol, apresentando em sua constituicao dois
anéis triazois, e presente no mercado desde a década de 60 (Casalinuovo et al., 2004). No
entanto, apesar de sua eficacia, tem sido relatado resisténcia ao combate de fungos do
género Candida desde o seu emprego terapéutico (Georgopapadakou e Tkacz, 1995).
Estudos com foco no desenvolvimento de fAirmacos para o combate de doengas causadas
por fungo ainda sao muito escassos, tornando medicamentos ja estabelecidos ha décadas
como o Fluconazol, ainda lideres de mercado (Miiller et al., 2017).

Os peptideos antimicrobianos tém surgido como uma alternativa a esses agentes
antifingicos e outros antibacterianos mostrando-se bastante efetivos no combate a esses
patogenos, revelando resultados ainda mais eficientes do que os farmacos de controle
(Matejuk et al., 2010). Diferentemente de antibioticos convencionais, que atuam em alvos
especificos da célula bacteriana, os peptideos interagem diretamente com a membrana
bacteriana, causando sua disrup¢do e resultando na morte celular. Neste sentido, tais
moléculas sdo mais resistentesao desenvolvimento da resisténcia bacteriana e tém se
tornado alvos de interesse de estudos (Lakshminarayanan et al., 2014).

Essas biomoléculas ainda podem ser modificadas estruturalmente para ampliar seu
potencial terapéutico, como por exemplo, a adi¢cdo de unidades sacarideas para obtencdo
de glicopeptideos. O peptideo HSP1, isolado do anuro Hyla punctata, ¢ constituido por
14 residuos de aminoacidos (GILDAIKAIAKAAG) e demonstra baixa atividade
antimicrobiana (Prates et al., 2004). Esse peptideo apresenta em sua estrutura dois
residuos de lisina e um residuo de aspartato, o que confere uma carga liquida de +1.
Apesar de catidnico, a carga liquida ¢ inferior aquela encontrada em peptideos que
apresentam boa atividade antimicrobiana, estes variando geralmente entre +2 a +9
(Travkova et al., 2017). Além disso, os outros onze residuos de aminoacidos sao apolares,
ressaltando as caracteristicas hidrofobicas da estrutura.

Provavelmente, essas caracteristicas sdo as responsaveis pela baixa atividade desse
peptideo, dificultando um primeiro contato peptideo-membrana. No entanto, um estudo

recente apontou que a inser¢ao de cadeias sacarideas em sua estrutura, foram capazes de



elevar o potencial antifingico dessa molécula (TAB. 1) frente a culturas do género
Candida (Junior et al., 2017). No entanto, a contribui¢cdo da unidade sacaridea e do grupo
triazol para a atividade antifungica ndo esta clara. Tendo em vista que os triazois ja sdo
importantes agentes antifungicos atuando diretamente no bloqueio da biossintese do
ergosterol (Kathiravan et al., 2012). Foi possivel observar que apenas a inser¢ao do anel

triazolico ja havia sido capaz de elevar a atividade antifingica do peptideo.

Tabela 1: Atividade antimicrobiana do HSP1.

Linhagens MIC (uM)*

HSP1- [trz-G'] [p-Glc-trz-G'] | [p-GlcNAc-trz-G']

Bacteri -
N N,  HSPINH,  HSPI-NH2 HSP1-NH2 Cloranienicol
Sl 53 185 170 155 93
aureus
Mg 94 95 80 76 93
aerugmosa
Escherichia coli 188 185 170 155 93
MIC (uM)*/MFCP
Candida spp. HSP1- [trz-G'] [p-Gle-trz-G'] | [p-GlcNAc-trz-G'] 5-fluorocitosina
NH, | HSPI-NH, = HSPI-NH2 HSP1-NH2 UOTOCItos

e ida 149,90 80,50 46,27 44,01 27,13
tropicalis
Gty 138,10 75,70 29,88 33,60 26,75
parapsilosis
Candida krusei 136,90 65,60 22,30 11,96 85,53

MIC? = Concentragao inibitdria minima
MFC® = Concentragdo fungicida minima
Fonte: Adaptado de Junior et al., 2017.

A glicosilacdo de peptideos e proteinas apresenta um papel fundamental na
estrutura e na estabilidade térmica dessas moléculas (Siegal et al., 1981). Além disso, foi
verificado que a glicosilacdo de peptideos naturais pode aumentar a sua solubilidade,
evitar a degradacdo enzimatica, elevar o potencial biolégico e propriedades
farmacocinéticas (Sinclair e Elliott, 2005). Somado a isto, compostos heterociclicos como
os triaz6is s@o comumente utilizados no preparo e uso de diversos farmacos sendo
importantes elementos para potencializagdo dos mesmos (Melo et al., 2006). Essas
estruturas atuam diretamente na inibicdo da biossintese do ergosterol, principal
constituinte da membrana celular dos fungos e importante biorregulador da fluidez da
membrana, da simetria e da integridade destes organismos (Kathiravan et al., 2012).
Capacidade essa relacionada a afinidade dessas estruturas com a enzima esterol 14o-
demetilase, responsavel pela conversao do lanosterol em ergosterol (Casalinuovo et al.,

2004).



Os derivados glicotriazolicos (FIG. 1) do peptideo HSP1 foram sintetizados a
partir da reagdo de cicloadicdo [3+2] entre carboidratos azida e alcino terminal. A
caracterizacdo estrutural revelou que a reacdo “click” para sintese dos peptideos [p-Glc-
trz-G'JHSP1-NH, e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1-NH, ¢é altamente regiosseletiva, ndo
havendo formagao significativa de outras glicoformas. Os estudos biofisicos realizados
até o momento (Junior et al., 2017) sugerem um efeito sinérgico do anel triazol e dos
acucares no aumento da interacdo e inibicdo da biossintese do ergosterol. Entretanto,
ainda sdao necessarios estudos estruturais, de interacdo e bioldgicos para uma melhor
compreensdo do papel do carboidrato € do grupo triazol nas alteragcdes na atividade

antifungica.

Figura 1: Representagao das estruturas substituintes dos analogos do HSP1
p-GlcNac-trz = per-O-acetilado-N-acetilglicosamina-triazol
p-Glc-trz = per-O-acetilado-N-acetilglicose-triazol
trz = triazol
p-GlcNac-trz p-Gle-trz trz

OAc OAc e
‘(k\j\' QAc #\/N CAc i(\Q/
—35 = Cadeia peptidica do HSP1

Neste contexto, o presente trabalho apresenta a sintese dos glicotriazol-peptideos
[p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 e do triazol-peptideo [Trz-G']HSP1
através da sintese em fase solida via estratégia Fmoc conjugada a reacao de cicloadi¢ao
com azida de agucares. As moléculas obtidas foram empregadas em estudos estruturais
por RMN na presenga de meios biomiméticos de SDS e solu¢do de TFE, assim como
estudos termodindmicos por ITC, empregando-se vesiculas fosfolipidicas de
POPC:POPG (3:1) como ambientes de membrana. Além disso, foi avaliada a capacidade
de oxidacao do ergosterol pelos peptideos obtidos, tendo por objetivo verificar se a
capacidade antifingica desses peptideos esta relacionada a sua capacidade de inibi¢do da
sintese do ergosterol ou degradacdo do ergosterol presente na parede celular. De posse
dos resultados aqui demonstrados, o trabalho busca uma abordagem a respeito da relagao
estrutura e reatividade dos glicotriazol-peptideos que permita descrever o modo de agao

dessas moléculas frente a micro-organismos patogénicos como fungos e bactérias.






2 Revisao Bibliografica
2.1 Peptideos Antimicrobianos

Constituidos, em média, por 10 a 50 residuos de aminoacidos, os peptideos
antimicrobianos (PAM) sdo uma importante parte do sistema imune inato, atuando contra
bactérias, fungos, parasitas e virus (Diamond et al., 2009). Essas moléculas sdo isoladas
dos mais diversos organismos vivos, dentre eles: mamiferos, plantas e anfibios (Jenssen
et al., 2006). Devido as suas propriedades farmacosinérgicas, estudos avaliam variadas
sequéncias peptidicas, extraidas de diferentes espécies, como antibidticos alternativos
(Bradley Scott Perrin ef al., 2014; Rahnamaeian ef al., 2015; Verly et al., 2017).

O modo de agdo desses peptideos vai desde a interacdo e desorganizacao da
membrana bacteriana até a sua inser¢ao e intera¢ao com alvos intracelulares de bactérias
(Kosikowska e Lesner, 2016). A a¢do na membrana celular pode resultar em diversos
danos ao micro-organismo, tais como: (1) aumento ou reduc¢do da espessura devido a
incorporagao do peptideo na membrana; (2) formagao de poros levando ao aumento do
influxo ou efluxo no interior da célula; (3) ancoramento do peptideo a camada externa,
alterando a carga superficial liquida; (4) micelagdo de partes da membrana provocando
lise celular (Nguyen et al., 2011).

A interacdo de peptideos antimicrobianos com as membranas fosfolipidicas de
células bacterianas estdo, em grande parte, relacionados a conformagao adotada pelo

peptideo, comumente a-hélice e/ou f-folha (FIG. 2) (Guilhelmelli et al., 2013).

Figura 2: Representa¢do da estrutura tercidria de peptideos antimicrobianos.

(A) a-hélice da catelicidina LL-37, em (B) f-folha da alfa defensina 1 e (C) estrutura
terciaria da beta defensina 1 contendo as conformacdes de a-hélice e Sf-folha.

Fonte: Adaptado de Wang, 2013.

catelicidina LL-37 alfa defensina 1 beta defensina 1
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Normalmente, peptideos antimicrobianos apresentam conformacdo desenovelada

quando encontram-se em solucdo aquosa. Entretanto, em contato com a membrana



celular, ocorrem mudangas conformacionais dos PAM, resultando em uma melhor
separagao das porg¢des hidrofobicas e hidrofilicas (FIG. 3), formando assim uma estrutura
anfipatica que permite maior interagdo com a bicamada fosfolipidica (Dathe e Wieprecht,
1999). A grande maioria dos PAM ¢ cationica, ou seja, possui carga liquida positiva
devido a predominancia de residuos de lisina, arginina e histidina em suas porgdes
hidrofilicas. Tal caracteristica também ¢ fundamental para uma atracdo eletrostatica com
a camada externa da membrana bacteriana, predominantemente negativa (Bechinger et
al., 2004; Auer e Weibel, 2017). Juntamente a isto, sdo otimizadas as interagdes da face
hidrofobica do peptideo com a regido interna da bicamada fosfolipidica (Galdiero et al.,
2013) Assim, ha uma melhora na capacidade de permeabilizacio do peptideo na
membrana celular e por consequéncia a desorganiza¢do da mesma, resultando na morte

celular.

Figura 3: Projecao helicoidal dos peptideos antimicrobianos melitina e magainina.

Os desenhos ainda apresentam a proje¢ao do eixo das hélices anfipaticas, onde o tracejado
divide as regides hidrofilicas e hidrofébicas das estruturas.

Fonte: Adaptado de Dathe e Wieprecht, 1999.

Melitina
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Regiio
Hidrofilica

T | Regido
- Hidroféhica

Regido
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Magainina
GIGKF LHSAK KFGKA FVGEI MNS-Xi,

g Regido O = Residuos apolares
Hidrofobica :
O = Residuos polares sem carga

. = Residuos polares com carga
No entanto, como peptideos sao macromoléculas compostas por diversos residuos
de aminoacidos, esses ndo ficam distribuidos totalmente de forma homogénea pela
estrutura, sendo comum encontrar alguns residuos polares na regiao hidrofébica, ou vice-
versa (Dathe e Wieprecht, 1999). A hidrofobicidade ¢ definida de acordo com o nimero
de residuos hidrofobicos (apolares) presentes na sequéncia, tendo relagdo direta com a

capacidade de penetragdo do peptideo na membrana. A hidrofilicidade, por sua vez, esta



relacionada com o numero de residuos hidrofilicos (polares) presentes na sequéncia, estes
podendo ou ndo apresentar carga, sendo responsavel pelas interagdes eletroestaticas e
ancoramento dos PAM na membrana (Yeaman e Yount, 2003; Mojsoska et al., 2015).
Diversos modelos de interacao peptideo-membrana sdo apresentados por Nguyen
et al., (2011), como poro toroidal, barril e carpete. A insercao perpendicular dos PAM
pode ser caracterizada como intera¢des por poro toroidal e barril. No poro toroidal, o
peptideo insere-se na bicamada fosfolipidica, ocasionando a formacao de pequenos poros
na membrana e aumentando a fluidez da célula. O barril nao ¢ muito diferente, porém sao
peptideos agrupados levando a formagao de um unico grande poro. O carpete, por sua
vez, sdo interagdes paralelas com a membrana, onde, posteriormente, o peptideo comega
a formar micelas em torno da estrutura fosfolipidica. Essas micelas deixam “buracos” na
membrana, ocasionando a perda do controle osmotico pela célula. A FIG. 4 apresenta um

esquema desses mecanismos de atuagao de peptideos em membranas procaridticas.

Figura 4: Representacdo de modelos interagdo peptideo-membrana.
Fonte: Adaptado de Nguyen et al., 2011.
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Por outro lado, as células eucaridticas, como a de mamiferos, apresentam carga
liquida nula, ou seja, uma membrana com carater zwitteridnico. Por conta disso, ha pouca
interacdo eletrostatica dessas células com os PAM. Esse tipo de mecanismo de agdo faz
com que os PAM sejam bastante seletivos e apresentem baixa toxicidade a essas células

(Guilhelmelli et al., 2013), e baixissimas taxas de hemdlise, que, muitas vezes, ocorrem



em concentracdes muito maiores do que as necessarias para a atividade antibacteriana

(Mojsoska et al., 2015).

2.1.1 Resisténcia microbiana

As bactérias podem adquirir resisténcia a partir de alteracdes no DNA, podendo
ocorrer através de uma mutacao a partir de uma indu¢ao do meio ou falha na reproducao,
ou uma adaptacdo a partir da assimilagdo de um DNA externo que contém genes de
resisténcia (Bradford, 2001). Resultando, assim, em diferentes mecanismos de
resisténcia, sendo os mais comuns: (1) alteracdo de permeabilidade, (2) alteracao do sitio
de acdo e (3) bomba de efluxo.

A permeabilidade da membrana de bactérias Gram-negativas consiste na presenga
de uma proteina especial, a porina (Tortora ef al., 2012). Modificagdes nessa proteina
podem acarretar no desenvolvimento de resisténcia microbiana, devido a exclusao de
alvos especificos de ligagdo dos farmacos (Nikaido, 1994).

Outro mecanismo de resisténcia bacteriana esta relacionado a alteragdo de sitios
ativos aos antibidticos. Muitos agentes terapéuticos atuam ligando-se em regides
especificas de moléculas alvo para exercerem a sua fungdo antimicrobiana, desse modo,
algumas bactérias, a partir de modificagdes no DNA, sdo capazes de codificarem
proteinas que inativam ou alteram a regido de ligacdo desses medicamentos, tornando a
c¢lula menos suscetivel a esses agente microbicidas (Rice, 2006).

A bomba de efluxo também consiste na producdo de proteinas para inibirem a
atividade do farmaco, no entanto, diferente da alteracdo nos sitios de ligacdo, essas
moléculas ligam-se diretamente ao farmaco levando-os para fora da célula (Delmar et al.,
2014).

Embora menos, micro-organismos desenvolvem resisténcia também aos PAM apos
modifica¢des estruturais na membrana celular . No caso de bactérias Gram-negativas tem-
se a incorporacdo de estruturas 4-aminoarabinose a um importante lipidio da parede
celular, ja para as Gram-positivas possuema incorporagao de lisilfosfatidilglicerol aos
acidos teicoicos presentes na membrana, reduzindo assim o seu carater anidnico
(Andersson et al., 2016). Como a atividade dos peptideos estd associada a sua capacidade

de interagir com a membrana microbiana, logo, essa alteracdo da carga superficial



enfraquece as interacdes eletrostaticas, que no caso dos peptideos catidnicos sao o

principal meio de contato peptideo-membrana (FIG. 5) (Peschel e Sahl, 2006).

Figura 5: Representacdo do modelo de resisténcia bacteriano a partir da alteragdo da
carga superficial da membrana.

(A) Membrana anionica e interacdo com peptideo antimicrobiano cationico, (B)
Desenvolvimento de resisténcia a partir da alteracao da carga superficial.

Fonte: Adaptado de Peschel e Sahl, 2006.

Os fungos apresentam mecanismos de resisténcia bastante semelhantes ao das
bactérias, no entanto, por possuirem membrana zwitteridnica sao menos seletivos aos
PAM de carater catidnicos (Zasloff, 2002). No entanto, os medicamentos antifingicos
mais comuns diferem-se do mecanismo de a¢do dos antibacterianos, tendo como principal
foco a inibigdo da sintese do ergosterol, principal esterol constituinte da membrana celular
desses organismos (Kathiravan et al., 2012).

A grande maioria das células eucaridticas tem como um dos principais constituintes
da membrana celular os esterdis. Essas moléculas apresentam como principal fungdo
regular a fluidez da célula e garantir a rigidez da membrana inibindo a lise celular (Tortora
et al., 2012). Os farmacos usados no combate a doencas causadas por fungos atuam
inibindo a atividade da enzima lanosterol 14a-dimetilase (CYP51), reduzindo
drasticamente a producao do ergosterol na célula. Consequentemente, sdo formados poros
na membrana plasmatica que leva a um desequilibrio do processo homeostatico da célula,
causando morte celular (Aher et al., 2009). Como forma de resisténcia, alguns fungos

modificam a rota biosintética do ergosterol, alterando sitios de ligagdes ou produzindo
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proteinas bomba de efluxo que expulsam os agentes antimicrobianos (Thomas et al.,
2013).

Os PAM apesar do potencial antimicrobiano, apresentam algumas limitagdes como
agentes terapéuticos, principalmente devido a suscetibilidade a processos metabolicos,
como proteodlise (Moradi et al., 2016). No entanto, diferentes estratégias vém sendo
exploradas para reduzir essas limitagdes e contornar o desenvolvimento de resisténcia
frente a agentes antimicrobianos, entre elas a modificacdo estrutural de peptideos

antimicrobianos (Ferreira et al., 2015; Paradis-Bas et al., 2016).

2.1.2 Modificacao Estrutural de Peptideos

As principais metodologias utilizadas em modificagdes estruturais de peptideos
consistem na substitui¢ao de residuos da cadeia principal ou na adicdo de moléculas
bioativas na estrutura peptidica (Schmidtchen et al., 2014). Essas alteracdes buscam
modificar as propriedades fisico-quimicas dessas biomoléculas, de modo a elevar o seu
potencial antimicrobiano. Os estudos da relagdo estrutura-atividade realizados para o
peptideo esculetina-1a, mostraram que a substitui¢do de alguns residuos para aumentar a
estabilidade da estrutura secundaria, foi capaz de elevar consideravelmente seu potencial
farmacologico (Biondi et al., 2016).

Assim como a substitui¢ao de residuos, a adi¢ao de moléculas bioativas em cadeias
peptidicas tem se mostrado uma boa alternativa. A adi¢do de anéis de cumarina ao
peptideo Ubiquicidina (UBI) apontaram uma maior seletividade e atividade quando
comparadas a estrutura original do UBI (Ferreira ef al., 2015).

Alteragdes estruturais também podem representar uma boa estratégia contra os
mecanismos de resisténcia de bactérias e fungos. Dentre as muitas possibilidades ¢
possivel destacar a insercao de unidades sacarideas as cadeias peptidicas (Zeng et al.,
2016).

A introducdo de carboidratos ou glicosilagdo em peptideos € bastante vantajosa
devido a diversos fatores, tais como: (1) o aumento da especificidade e biodistribuigdo;
(2) a melhor capacidade de permeabilizagio em membranas; (3) o aumento da
estabilidade metabolica; (4) a melhor ligagdao com receptores; (5) funcionam como grupo
protetor de cadeia lateral; (6) além da modificacdo das propriedades fisico-quimicas dos

peptideos, por exemplo maior solubilidade e menor formagdo de agregados (Moradi et
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al., 2016). Além disso, essas estruturas sao encontradas naturalmente nos organismos

vivos, dificultando assim o desenvolvimento de resisténcia pelos patogenos.

2.1.3 Glicopeptideos

Naturalmente, glicopeptideos e glicoproteinas sdo encontrados na membrana
citoplasmatica de seres vivos (Crucho et al., 2015). Desempenham importantes papéis
bioldgicos, desde funcdes basicas até mais complexas, auxiliando processos de:(1)
secrecdo; (2) segmentagdo celular que ocorre apos a fecundagdo; (3) comunicagdo
intercelular; (4) resposta imune; (5) transporte de nutrientes e (6) sdo componentes
estruturais da membrana (Pratt e Bertozzi, 2005).

Essas biomoléculas podem ser constituidas por uma ou mais cadeias de aglcares
ligados a uma cadeia polipeptidica. Nos organismos, a glicosilagao ocorre através de um
processo enzimatico, o qual promove a formacao de uma ligacdo covalente entre o
carbono anomérico (carbono hemiacetal) de uma unidade sacaridea e a cadeia lateral de
aminoacidos como asparagina, serina ou treonina (Berg et al., 2012; Crucho et al., 2015).
Em glicopeptideos, a glicosilagao (FIG. 6) frequentemente ocorre através da reagdo entre
o nitrogénio amidico da cadeia lateral do residuo de asparagina (N-glicosilados), ou o
atomo de oxigénio da cadeia lateral da serina ou treonina (O-glicosilados), com o carbono

anomérico da cadeia sacaridea (Nelson e Cox, 2014).

Figura 6: Representacdo da ligagao glicosidica (em verde) da N-acetilgalactosamina com
a cadeia lateral da asparagina, Asn, (N-ligados) e serina, Ser, (O-ligados).
Fonte: Adaptado de Berg et al., 2012.
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Devido a variabilidade da composi¢ao e do tamanho das cadeias peptidicas,
juntamente a diversidade estrutural dos carboidratos, diferentes formas glicosiladas
(glicoformas) podem ser originadas (Berg ef al., 2012; Wiederschain, 2013).

Assim como os PAM, os glicopeptideos ndo possuem um mecanismo de agdo

definido, ou seja, ndo apresentam alvos celulares especificos. No entanto, a presenca
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destes agucares atenua a capacidade de interacdo com a membrana, incluindo outros
componentes celulares, como a parede e alguns receptores especificos (Wiederschain,
2013; Olsufyeva e Tevyashova, 2017). Por exemplo, foi notado que alguns desses
peptideos como a vancomicina, ligam-se aos precursores do peptideoglicanos inibindo
sua sintese (Bi et al., 2015). Os peptideoglicanos sdo formados pelos agucares N-
acetilmuranico e N-acetilglucosamina, ligados a aminoacidos. A estrutura dos
peptideoglicanos confere rigidez a parede celular de bactérias, assim protegendo a
membrana da lise celular (Tortora et al., 2012). Além dessas caracteristicas, os agucares
podem ser utilizados como ‘“ancoras” que sdo facilmente reconhecidas por diversos
constituintes da membrana. Dessa forma, podem funcionar como sinalizadores,
permitindo que firmacos em potencial, porém de dificil reconhecimento pela célula,
possam ser ligados em sua cadeia (Zeng et al., 2016).

Diante dessa diversidade de atividades, os glicopeptideos tornaram-se interessantes
para o desenvolvimento de novas estruturas com potencial farmacoldgico (Crucho et al.,
2015). Neste contexto, métodos de sintese em laboratoério vém sendo desenvolvido para
promover a glicosilagdo de peptideos bioativos (Moradi et al., 2016). As ligacdes
glicosidicas sdo sensiveis as condi¢des acidas e basicas, no entanto, a preparacao de
glicopeptideos pode ser conduzida através da sintese em fase s6lida em conjunto com a
reacdo “click” de forma simples e confidvel (Mdowell ef al., 2001; Bardin et al., 2004).
A sintese em fase solida tem se mostrado uma das melhores alternativas para a obtencao
de peptideos, além de ser uma técnica ja consolidada possui um excelente custo beneficio

devido a seus altos rendimentos quando comparada a outras técnicas (Jensen, 2013).
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2.2 Sintese Peptidica em Fase Solida

A sintese peptidica em fase s6lida (SPFS) foi uma técnica inserida em 1963 por
Merrifield. A SPFS utiliza um suporte polimérico solido, insoluvel e funcionalizado com
grupos ligantes (Coin et al., 2007). Esses grupos ligantes variam de acordo com cada tipo
de estratégia empregada, sendo duas delas as mais difundidas. Em ambas, todos os
derivados de aminodcidos envolvidos na sintese possuem o seu grupo amino protegido.
Em ambas as estratégias o nome € derivado do grupo protetor empregado, implicando em
suas diferencas, sendo eles: o #-butoxicarbolina (Boc) ou 9-fluorenilmetoxicarbonila
(Fmoc). Para o grupo protetor Boc, as condi¢des de reagcdo para promover a desprotecao
necessitam de meios acidos, enquanto o Fmoc, sdo empregadas condigdes bésicas
(Jensen, 2013).

Nos ultimos anos a sintese via estratégia Fmoc tornou-se mais difundida devido a
uma série de fatores, como a facil automatizagdo do processo, a ndo exigéncia do uso de
reagentes corrosivos, como o acido trifluoroacético (TFA) empregado nas etapas de
desprotegao da estratégia Boc. Além disso, na etapa de desprotecdo do Fmoc sdo
formados grupos fluorenos de elevada absor¢ao na regido do ultravioleta, o que pode ser
utilizado no monitoramento da sintese (Behrendt ez al., 2015).

A SPFS via estratégia Fmoc consiste em uma sequéncia de etapas envolvendo
acoplamentos, desprotecao e clivagem (FIG. 7 p 14). Na primeira etapa da reagdo (1)
chamada desprote¢do, o grupo protetor Fmoc ¢ removido em meio basico com uma
solugdo de piperidina. Na segunda etapa da reacdo (2), conhecida com etapa de
acoplamento, o derivado de aminoacido ativado por catalisadores carbodiimidas e
derivados de ésteres ¢ inserido na cadeia desprotegida anteriormente. As etapas (1) e (2)
sao repetidas até a obtencao de toda a sequéncia peptidica desejada. Ao final da sintese,
¢ realizada a terceira etapa da reacdo (3) denominada de clivagem. Na etapa de clivagem,
ocorre a ultima desprotecdo do grupo Fmoc da peptidil-resina e, finalmente, ¢ realizada a
remogao dos grupos protetores de cadeia lateral e clivagem da ligagao peptideo-resina em

meio acido, liberando o peptideo em solugao (Chan e White, 2000).
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Figura 7: Esquema da sintese de peptideo em fase solida via estratégia Fmoc.

O grupo ligante da resina esta realgado em amarelo, os residuos de aminoacido em verde
e o grupo protetor Fmoc em vermelho.

Fonte: Adaptado de Chan e White, 2000.
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Uma das dificuldades na SPFS esta associada a formagdo de agregados a medida
que a cadeia polipeptidica aumenta. Isso porque, o aumento da extensdo da cadeia
peptidica permite a aproximacdo espacial entre elas na peptidil-resina, e
consequentemente, possibilitando o empacotamento dessas biomoléculas por meio de
interacdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio. Como resultado, tem-se a formagao
desses agregados, que por sua vez, geram impedimentos estéricos que dificultam o
acoplamento de novos derivados de aminoacidos a cadeia peptidica (Behrendt et al.,
2015; Paradis-Bas et al., 2016). Contudo, alteragdes das metodologias classicas como o
emprego de solventes com maior capacidade de solvatacdo ou a adi¢do de sais e
detergentes podem diminuir a formacao de agregados (Paradis-Bas et al., 2016).

Uma das grandes vantagens da SPFS ¢ a possibilidade de associagdo com outras
metodologias de sintese quimica, permitindo assim a realizacao de alteragdes estruturais

tanto dos grupamentos N- e C-terminais quanto nas cadeias laterais dos residuos de
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aminoacidos (Butler et al, 2014). Uma das formas mais seguras e com elevada
regioseletividade para a glicosilagdo de peptideos consiste na rea¢do de formacdo de
derivados de 1,2,3-triaz6is envolvendo uma azida de aglicar e um alcino terminal presente

na cadeia peptidica, em uma reagao “click” (Mdowell et al., 2001).

2.2.1 Reagdo “click” para obtencdo de glicopeptideo-triazois

Os azéis (FIG. 8A) sao compostos heterociclicos que podem ser divididos em cinco
classes de acordo com o numero de nitrogénios: azol, diazol, triazol, tetrazol e pentazol
(Melo et al., 2006). Os triazdis, sao compostos heterociclicos de cinco membros contendo
trés atomos de nitrogénio. A classe dos triazois recebe destaque, introduzidos como
farmacos no final da década de 60, devido a excelente atividade antifingica (Sheehan et
al., 1999). Apesar de ndo serem encontrados naturalmente, essas moléculas conseguem
ser metabolizadas por diversos organismos, de modo a serem degradadas e eliminadas da

corrente sanguinea (Melo et al., 2006; Petrova et al., 2015).

Figura 8: (A) Estruturas de heterociclicos azolicos aromaticos. (B) Esquema da reagao
de cicloadigdo térmica 1,3-dipolar, envolvendo um grupo azida e alcino substituidos.
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Michael, em 1893, sintetizou os primeiros triazdis utilizando a técnica de

cicloadi¢do térmica 1,3-dipolar entre um grupo azida e um alcino (FIG. 8B) (Freitas et
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al., 2011). Contudo, derivados de triazdis dissubstituidos podem ser sintetizados
atualmente de forma mais eficiente empregando-se a reagdo “click” (Petrova et al., 2015).
Essa metodologia consiste na reacdo entre uma azida e um grupo alcino terminal,
catalisada por sais de cobre (I). Como resultado, tem-se a obtencao de um ciclo 1,2,3-

triazol 1,4-dissubstituido, sendo caracterizada como uma reagdo de cicloadicao [4+2]

(FIG. 9) (Melo et al., 2006).

Figura 9: Esquema da reagdo de cicloadicao 1,3-dipolar catalisada por sais de cobre
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Essa reacao foi introduzida pela primeira vez em 2002 por Sharpless e Fokin como
uma alternativa ao modelo classico de cicloadi¢do térmica, tendo como primeira proposta
mecanistica a participacdo de um unico atomo de cobre como agente catalisador
(Rostovtsev et al., 2002). Contudo, a total elucidacdo desse mecanismo enfrentou as
dificuldades envolvidas nos estudos das propriedades cataliticas do cobre, como
equilibrios envolvendo espécies intermedidrias bastante reativas. Inicialmente, foi
sugerida a formacao de um heterociclo metalico de seis membros altamente instavel (FIG.
10B).

Figura 10: Em (A), a representagdo das estruturas de ressonancia do grupo azida e, em
(B), o heterociclico metélico proposto no primeiro mecanismo da reagao “click™.
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No entanto, pesquisas recentes apontaram evidéncias experimentais da presenca de
intermediarios de cobre polinuclear (FIG. 11 p. 17) (Worrell et al., 2013). Essa nova
proposta mostra um agente catalisador composto por dois &tomos de cobre. Na etapa (1)
da reacgdo, ha a aproximagao de um atomo de cobre (I) ([Cu]?) a nuvem eletronica da
ligacao tripla do alcino em um compartilhamento de elétrons n-Cu. Na segunda etapa (2),
com a interagdo, ocorre a aproximagio de um segundo atomo de cobre ([Cu]?), elevando

a acidez e a substituicdo do H metinico. Consequentemente, ha a formagao da ligagdo C-
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[Cu]?, originando um complexo acetileto do metal (2). Alcinos, no geral, sdo ricos em
elétrons, atuando como bons nucleodfilos. Em contrapartida, devido a ressonancia dos
elétrons m em azidas (FIG. 10A p 16), na reagdo N-3 reage como um centro eletrofilico e
N-1 como um centro nucleofilico. Desta forma, na etapa (3) da reacao, ocorre um ataque
nucleofilico ao N-3 pelo carbono f do alcino de modo a se obter a primeira ligagao C-N.
Na etapa (4) da reagdo, ha a formagdo de um complexo devido as interacdes dipolares
entre os dois atomos de cobre e o nitrogénio N-1. O intenso compartilhamento de elétrons
desse complexo eleva o carater eletrofilico do carbono a. Na etapa (5) da reacdo, ocorre
o ataque nucleofilico do N-1 ao carbono a, juntamente com a saida do primeiro atomo de
cobre (1), resultando assim no produto 1,2,3-triazol 1,4-dissubstituido metalico. Na ultima
etapa (6) da reagdo, ocorre a regeneragdo do cobre ([Cu(I)]) e captura do H' pelo anel
triazdlico (Rostovtsev et al., 2002; Ahlquist e Fokin, 2007; Worrell et al., 2013; Gu et al.,
2016).

Figura 11: Mecanismo de reag@o para obtencao de derivados 1,2,3-triazol.
Fonte: Adaptado de Worrell et al., 2013
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Uma aplicagdo importante para essa reagdo, € que vem ganhando foco, ¢ a ligagao
covalente entre farmacos, possibilitando a formag¢ao de novas moléculas bifuncionais
(Petrova et al., 2015). O mesmo vem sendo empregado para conectar de forma estavel
unidades sacarideas e cadeias peptidicas. A sintese de glicoconjugados eleva o potencial
de aplicagdo dessas biomoléculas permitindo uma melhor interagdo com a membrana
celular (Crucho et al., 2015).

O desenvolvimento de novas estratégias de sintese quimica de peptideos e

derivados modificados, possibilitam a obtengdo dessas moléculas em grandes quantidades
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e, consequentemente, a realizacdo de estudos biofisicos diversificados visando a
compreensdo dos seus mecanismos de a¢do (Paradis-Bas et al., 2016).

Muitas técnicas t€ém sido amplamente empregadas para estudos de modo de
interacdo e de agao de biomoléculas. Para estudos estruturais, pode-se destacar analises
conformacionais por dicroismo circular (CD) e de estrutura de alta resolu¢dao por
ressonancia magnética nuclear (RMN) em solugdo, o qual permite a determinacio de
estruturas tridimensionais de peptideos ao interagir com membranas. Nos estudos de
interacdo, a calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) tem sida amplamente difundida,
pois permite uma descricdo termodindmica da interagdo de biomoléculas com meios

biomiméticos de membranas microbianas (Arias et al., 2016).

2.3 Estudos de Interacdo Peptideo-Membrana

Estudos biofisicos de interagao peptideo-membrana sao fundamentais para o0 modo
de a¢do de PAM, permitindo relacionar seus potenciais farmacoldgicos e toxicidade
dessas moléculas (Dathe e Wieprecht, 1999). Como descrito anteriormente, parte da
atividade do peptideo estd associada a sua conformacdo adotada frente a membrana
bacteriana, e diversas técnicas podem ser utilizadas para verificar a estrutura peptidica,
entre elas o Dicroismo Circular (CD).

A técnica de CD permite verificar de forma répida a conformagdo preferencial
adotada por moléculas em diferentes meios, além disso através de conversdes
matematicas ¢ possivel determinar o quanto essa conformagdo se estende por toda
estrutura (Woody, 1995). Nesse tipo de experimento, estruturas secundarias de peptideos
como a-hélice e f-folha, apresentam um comportamento caracteristico (FIG. 12) nos

espectros de CD, tornando de facil interpretacao os dados obtidos (Woody, 1995).

Figura 12: Padroes de espectros de Dicroismo Circular para proteinas e peptideos.
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No caso de estruturas em a-hélice o percentual de prevaléncia dessa conformagao
¢ denominado de contetdo helicoidal, sendo possivel observar variagdes em seu valor a
partir de alteragdes nas concentragdes de peptideo, assim como do meio utilizado
(Avitabile et al., 2014). A partir disso ¢ possivel verificar a concentragdo minima
necessaria para que a estrutura secundaria seja formada, posteriormente sendo associada
a capacidade de interacdo do peptideo com a bicamada lipidica (Avitabile ef al., 2014).
No entanto, outras técnicas sdo capazes de fornecer um estudo mais amplo de interagdo e
fornecer maiores informacgodes a respeito do sistema peptideo-membrana. A calorimetria
de titulacao isotérmica (ITC) ¢ bastante sensivel a variagdes endotérmicas e exotérmicas
tornando-a uma poderosa ferramenta para a obteng¢do dos parametros termodinamicos de
interagdo (Seelig, 2004).

No caso de estudos com peptideos a técnicas consiste em microinjecdoes de
vesiculas fosfolipidicas em uma solu¢ao de peptideo. O experimento resulta em uma
isoterma (FIG. 13A) contendo as informagdes a respeito do fluxo de calor gerado no
sistema para cada inje¢ao, seja o processo endotérmico ou exotérmico (Seelig, 2004). A
partir do padrao da curva termodinamica obtida ¢ possivel determinar o tipo de interagao
prevalecente do contato peptideo-membrana. Peptideos antimicrobianos catidnicos, cuja
principal mecanismo de interacdo ¢ -eletrostitico, apresentam curvas de padrio
exotérmico (FIG 13A) (Wieprecht e Seelig, 2002). A medida em que aumenta a
concentracdo de vesicula no meio a quantidade de peptideo disponivel para interagir
diminui, de modo que ocorre a saturagao da curva tendo ao final apenas o valor referente
ao calor de diluicao (Henriksen e Andresen, 2011). Peptideos com interagdes hidrofobicas
prevalecentes, no entanto, tem curvas de padrdo termodinamico endotérmicas (FIG. 13B),
também levando a saturacdo a medida em que diminui a quantidade de peptideo

disponivel (Wieprecht e Seelig, 2002).

Figura 13: Padrdo termodindmico de curvas endotérmica e exotérmica obtidas pela
técnica de Calorimetria de Titulagao Isotérmica.
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Como cada inje¢do ocorre sempre a uma mesma temperatura, tem-se ao final do
processo uma isoterma de interacdo entre o peptideo e as vesiculas fosfolipidicas.
Sabendo-se as concentragdes das espécies envolvidas na interagdo, ¢ possivel mensurar a
estequiometria (n) do sistema, a variagao de entalpia (AH), entropia (AS), energia livre de
Gibbs (AG), e finalmente, a constante de interagdo (K) peptideo-membrana, através de
ajustes matematicos (Henriksen e Andresen, 2011).

Estudos mais detalhados e aprofundados utilizando os dados obtidos através da ITC
juntamente com outras técnicas, ainda permitem verificar o perfil de interagao de cada
peptideo, inclusive tornando possivel diferenciar os padrdes termodinamicos envolvidos
em interacdes do tipo poro toroidal e micelas (Henriksen e Andresen, 2011). Através da
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ possivel complementar os dados obtidos pelas
técnicas de ITC e CD, sendo possivel realizar o estudo da relagdo estrutura e atividade

dos PAM.

2.3.1 RMN no Estudo de Peptideos

Os experimentos mais comuns utilizados em RMN em solugdo sdo os
unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D). Experimentos 1D permitem visualizar os
deslocamentos quimicos de cada nucleo, sendo a primeira avaliagdo da estabilidade
conformacional da molécula no meio estudado (Pavia et al., 2009). A FIG.14 apresenta o

espectro 1D da ciclosporina.

Figura 14: Espectro 1D da ciclosporina.
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No caso de macromoléculas, como peptideos, o uso do espectro 1D torna-se muito
dificil devido a grande sobreposi¢dao de sinais (FIG. 14 p 20), deste modo, o uso de
experimentos 2D permitem identificar as correlagdes entre os diferentes nucleos,
facilitando o assinalamento referente a cada residuo (Wiithrich, 1986). A FIG. 15

apresenta o mapa de contornos bidimensional TOCSY da ciclosporina.

Figura 15: Mapa de contorno 'H-"H-TOCSY do peptideo ciclosporina.
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Analisando a FIG. 15 ¢ possivel notar a presenga de sinais caracteristicos em cada
regido, o que permite identificar os deslocamentos quimicos de hidrogénios amidico, alfa
e de cadeias laterais referentes a cada residuo da cadeia peptidica. Outra vantagem dos
experimentos bidimensionais ¢ que além de poderem ser homonucleares (envolvendo
nucleos de atomos iguais), também podem ser heteronucleares (envolvendo nucleos de
atomos diferentes). No entanto, esses experimentos na realidade sdo tridimensionais (3D)
e resultam em mapa de contornos. Isso porque o acoplamento entre cada nticleo e o seu
vizinho ocorrem em magnitudes diferentes, de modo que além dos dados gerados no
plano cartesiano também hé informagdes de correlacdo associadas a intensidade
(Claridge, 2009).

As técnicas 2D mais empregadas para determinagdo estrutural de peptideos e
proteinas sdo: espectroscopia de correlagdo total (TOCSY) (Delaglio et al., 1995),
espectroscopia de efeito Overhauser nuclear (NOESY) (Braun et al., 1998), correlagao
heteronuclear multiplo quantum (HMQC) (Braun et al., 1998) e correlacdo heteronuclear

simples quantum (HSQC) (Braun et al., 1998). Para uma melhor compreensdo os
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exemplos das figuras de TOCSY e NOESY a seguir serdo apresentados considerando o

fragmento dipeptidico da FIG. 16.

Figura 16: Representacdo da estrutura quimica de um fragmento peptidico contendo

residuo de treonina e valina.
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O TOCSY trata-se de um experimento homonuclear de 'H, sendo muito util para a
identificacdo de conectividades na molécula. A técnica consiste na transferéncia de
magnetizacdo entre dois nucleos através do acoplamento escalar, porém com certa
restri¢ao. Para que ocorra esse fendmeno € necessario que o ntcleo vizinho seja um atomo
hidrogenado. Na auséncia de hidrogénio a transferéncia nao ocorre de um nucleo para
outro, gerando interrupg¢des no sistema de correlagdes, também chamados sistemas de
spins. Esses sistemas sdo muito importantes na elucidacdo de peptideos, pois como os
residuos de aminoacidos sdao conectados por ligacdes amidicas (-NH-CO-), a
transferéncia de magnetizagdo ocorre apenas entre o hidrogénio amidico, carbono o e
cadeia lateral de cada residuo (correlagdes intrarresiduais) (FIG. 17 p 23). Isto torna
possivel a identificagdo individual do sistema de spin de cada residuo de aminoacido

constituinte da cadeia peptidica (Wiithrich, 1986).
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Figura 17: Exemplo do mapa de contornos '"H-'H-TOCSY para determinagio de sistema
de spins de um dipeptideo.

As correlagdes intraresiduais estdo representadas pelos pontos azul da valina e vermelho
da treonina.

Fonte: Adaptado de Verly, 2010.
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Ja o experimento de NOESY (FIG. 18 p 24) resulta em um mapa de contorno cujas
transferéncias de magnetizacdo entre dois nulcleos ocorrem através do espago
(acoplamento dipolar), desde que estejam a uma distancia inferior a 5A. E comum que
um experimento de NOESY tenha uma certa semelhanga com o de TOCSY . Isso ocorre,
pois, os nucleos envolvidos em acoplamento escalar também estdo proximos no espago,
apresentando acoplamento dipolar. Contudo, como trata-se de uma transferéncia de
magnetizagdo espacial, esse experimento permite identificar tor¢des na estrutura
auxiliando assim, na elucidagdo da estrutura tridimensional adotada pela molécula.
Peptideos antimicrobianos que formam a-hélice por exemplo, costumam apresentar
correlacdes espaciais entre residuos que estejam a dois ou trés aminodcidos de distancia

na sequencia primaria (Wiithrich, 1986).
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Figura 18: Exemplo do mapa de contornos NOESY para o dipeptideo.

Os pontos azul (valina) e vermelho (treonina) representam as correlagdes intraresiduais.
Os tridngulos verdes representam as correlagdes interresiduais.

Fonte: Adaptado de Verly, 2010.
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A FIG. 19 apresenta o padrdo mais comum para correlacdes de a-hélice. Através
das correlagdes de nOes € possivel determinar a sequéncia peptidica, isso porque essas

moléculas apresentam correlagdes comuns, denominadas de sequenciais (Williamson,
1993).

Figura 19: Representacdo dos nOes de estrutura em a-hélice.
Em vermelho as linhas correspondentes as corre¢oes de Hy e azul de Hn.
Fonte: Adaptado de Wiithrich, 1986.
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Além de acoplamentos H-H ¢ possivel identificar H-C e H-N através das técnicas
de HMQC e HSQC, que consistem na transferéncia de magnetizag¢ao entre heteroatomos
via acoplamento escalar (J). Essas técnicas sdo muito importantes, tendo os seus padrdes
de deslocamento utilizados nos calculos estruturais. Além disso, auxiliam na resolugao
dos mapas de contorno TOCSY e NOESY, resolvendo ambiguidades entre nucleos que
apresentam deslocamento quimico iguais ou muito proximos. Utilizando-se desses
experimentos, pode-se estudar as diferentes conformagdes assumidas pelos peptideos em

diferentes meios biomiméticos, verificando o seu mecanismo de agao antimicrobiano.

2.3.2 Meios Biomiméticos de Membrana

O principal constituinte de membranas celulares eucariotas e procariotas sdo os
fosfolipidios (FIG. 20). Os fosfolipidios, no geral, sdo macromoléculas constituidas por
um glicerol ligado a uma ou duas cadeias de 4acido graxo e um ou dois grupos fosfatos,
sendo que neste encontra-se um substituinte polar (FIG. 20). O grupo fosfato e seu
substituinte sdo denominados de cabega e encontram-se ligados a uma cadeia de 4cido
graxos, geralmente contendo de 8 a 22 atomo de carbono (Nelson e Cox, 2014). Essas
moléculas se estruturam em agregados na forma de uma bicamada envoltoria na célula
funcionando como bioreguladores, distribuidos de forma assimétrica entre as camadas
externas e internas (Boesze-Battaglia e Schimmel, 1997). Um dos fatores que diferencia

as c¢lulas eucariotas de procariotas consiste na distribui¢ao e estrutura dos fosfolipidios.

Figura 20: Estruturas dos principais fosfolipidios presentes na membrana celular com
cadeias de acido graxos de 1-Palmitoil-2-oleil-sn-glicero.
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A membrana de células procariotas, como dito anteriormente, possui carater
anionico, devido a presenca de fosfatidilglicerol (PG), geralmente sendo o principal
constituinte (Sohlenkamp e Geiger, 2015). Outro importante fosfolipidio presente na
membrana de bactérias ¢ a fosfatidiletanolamina (PE), que em algumas espécies chega a
apresentar maior abundancia que o PG (Cronan, 2003). J4 em membranas eucariotas, o
principal constituinte ¢ a fosfatidilcolina (PC), esse fosfolipidio encontra-se distribuido
por toda a camada externa e possui carater zwitteridnico, apresentando carga superficial
nula. J4 na camada interna, ¢ encontrado fosfatidilserina (PS), que tem carater anionico
assim como o PG e a PE (Boesze-Battaglia e Schimmel, 1997).

Ainda em membranas eucariotas, o fosfatidilinositol também pode ser encontrado
em abundancia em algumas espécies de fungos, como a Candida membranifaciens (Turk
et al.,2004).

Assim como o0s peptideos, essas moléculas apresentam carater anfipatico, tendo
uma por¢ao hidrofilica e outra hidrofobica. A regido hidrofilica encontra-se na superficie
da membrana, enquanto que a regido hidrofobica encontra-se na parte interna (Nelson e
Cox, 2014). Desse modo, as cadeias apolares conseguem promover interagcdes
intermoleculares quando em solucao aquosa, formando grandes agregados e originando
a formagdo de vesiculas. Isso permite a constru¢do de sistemas experimentais bastante
semelhante ao encontrado em membranas celulares, permitindo a sua caracterizagdo (Nir
et al., 1983). De modo que a manipulacdo dessas moléculas para estudos de
permeabilizacdo da membrana torna possivel a obtengdo de dados em detalhes
consideraveis (Gorbenko et al., 2007).

Além dos meios vesiculares formados por fosfolipidios, detergentes também sao
empregados como meios biomiméticos de membrana. Essas estruturas sao formadas a
partir do uso de reagentes como dodecilfosfocolina (DPC) e dodecilsulfato de sddio
(SDS) (FIG. 21A p 27), que também sdo constituidos por uma por¢ao hidrofébica e outra
hidrofilica. No entanto, essas moléculas ndo conseguem se associar de modo a formar
vesiculas, levando assim a construcao de micelas (Khandelia e Kaznessis, 2005). Nao
obstante, para que haja a formacao de vesiculas e micelas ¢ necessaria uma concentragao
minima dessas moléculas no meio, denominada de concentragao micelar critica (CMC).
O CMC ¢ o equilibrio entre a forma monomérica e a forma micelar, variando de acordo
com o tamanho da cauda e condi¢des da solucdo, como temperatura, pH, forca idnica, etc
(Quina e Hinze, 1999). No caso de vesiculas, essas estruturas podem ainda apresentar

diferentes tamanhos, sendo elas GUV, LUV e SUV (FIG. 21B p 27).
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Figura 21: Representagao (A) das estruturas de DPC e SDS (B) e forma e tamanho das
vesiculas unilamelares.
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Outra versatilidade dessas estruturas ¢ a capacidade de formagao de vesiculas
associadas com outros importantes constituintes da membrana, como os esterdis (Kan et
al., 1992). Esterois sdo encontrados na membrana plasmatica de seres eucarioticos, esses
compostos sao essenciais auxiliando no controle das fungdes e estrutura da célula (Dupont
et al., 2012). Esse tipo de formulagao, incluindo por exemplo colesterol ou ergosterol na
composicao de vesicula fosfolipidica, aproxima os modelos biomiméticos dos ambientes
de membrana de células de fungos e mamiferos (Clejan e Bittman, 1985).

O uso desses meios biomiméticos auxiliam os estudos biofisicos de mecanismo de
acdo de peptideos e derivados bioativos, principalmente para os estudos estruturais de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em solugdo e Calorimetria de Titulagdo
Isotérmica (ITC) (Brogden, 2005). Todas as técnicas apresentadas foram utilizadas neste
trabalho para elucidacao estrutural e compreensao dos mecanismos de acao do peptideo

HSP1 e analogos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Investigacao das alteracdes do potencial antifungico dos peptideos derivados do
HSP1, provocadas pela adi¢do das unidades de agucares e do anel triazolico. Utilizacao
de andlises biofisicas e estruturais desses peptideos, em meios biomiméticos, com foco

na investigacao da interagao peptideo-membrana.

3.2. Objetivos Especificos

% Sintetizar o peptideo antimicrobiano HSP1 e o seu andlogo [Pra' JHSP1 pelo método
de sintese peptidica em fase solida (SPFS), via estratégia Fmoc;

% Realizar a reagio “click” no peptideo [Pra'JHSP1 na SPFS, para obtencdo do [trz-
G!]HSP1 a partir da adi¢dio do anel triazdlico, e obtengdo dos analogos [p-Gle-trz-
G'1HSP1 e [p-GlcNac-trz-G'THSP1 a partir da glicosilagio;

+¢ Purificar e caracterizar os glicotriazol-peptideos e triazol-peptideo sintéticos por
CLAE e espectrometria de massas;

% Analisar as preferéncias conformacionais dos glicotriazol-peptideos e triazol-
peptideo sintético por dicroismo circular (CD);

¢ Realizar estudos estruturais ¢ de interagdo por RMN em solu¢do nos meios
biomimético de SDS e solucao de TFE;

+ Estudar termodinamicamente a interacdo peptideo-LUV no meio biomimético de
POPC:POPG por ITC;

¢ Determinar o potencial de degradacdo de ergosterol dos glicotriazol-peptideo e
triazol-peptideo, utilizando meio biomiméticos de POPC:POPG contendo 30% de

ergosterol.
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4. Metodologia

4.1. Materiais e Reagentes

Para sintese e purificagio do peptideo HSP1, [Pra'JHSP1, [trz-G']HSP1, [p-Glc-trz-
G'1HSP1 e [p-GlcNac-trz-G'THSP1 foram utilizados:

» Fmoc-PraGly-OH - Iris Biotech®;

» Fmoc-Ala-OH - Sigma-Aldrich®;

» Fmoc-Gly-OH - Sigma-Aldrich®;

» Fmoc-Ile-OH - Sigma-Aldrich®;

> Fmoc-Leu-OH - Sigma-Aldrich®,

» Fmoc-Lys(Boc)-OH - Sigma-Aldrich®;

» Fmoc-Asp(OtBu)-OH - Sigma-Aldrich®;

> N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC) - Sigma-Aldrich®;

> 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) - Sigma-Aldrich®;

> Acido trifluorodcetico (TFA) - Sigma-Aldrich®,

> Triisopropilsilano (TIS) - Sigma-Aldrich®;

> N,N-dimetilformamida (DMF) - Sigma-Aldrich®;

> Alcool isopropilico (IPA) - Sigma-Aldrich®,

> Diclorometano (DCM) - Sigma-Aldrich®;

> 4-metilpiperidina (PIPE) - Sigma-Aldrich®;

> Azida de s6dio (NaNs) - Sigma-Aldrich®;

> Sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H20) - Sigma-Aldrich®;

> Ascorbato de Sodio - Sigma-Aldrich®;

» 2,3.4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi- f-D-glicopiranose (azido acetilado de
glicose) e 2- acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2- didesoxi-f-D-glicopiranose
(azido N-acetilado de glicose) - cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves, Laboratorio
de Quimica Farmacéutica, Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade
de Farmacia da UFMG;

> Resina Fmoc Rink® amida, com grau de substituicdo 0,79 mmol.g' -
NovaBiochem®,;

> Piridina - Merck®;

> Cianeto de potassio (KCN) - Lafan Quimica Fina®;

> Fenol - Synth®;
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> Tetrahidrofurano (THF) - Synth®;

> Etanol - Vetec®;

> Ninidrina - Vetec®;

> Eter di-isopropilico - Vetec®;

> Agua deionizada Milli-Q® Tipo 1;

> Acetonitrila grau UV-HPLC - Isofar®;

> Balanca analitica - Shimadzu® modelo ATX 224;

> Agitador vortex - Biomixer®;

> Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) - Dindmica Quimica Contempordnea®;

Para o preparo dos meios biomiméticos e experimentos de oxidacao, foram utilizados:

> 1 palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) - Avanti® Polar Lipidics,
Inc®;

» 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilglicerol (POPG) - Avanti® Polar
Lipidics, Inc®;

> Tris(hidroximetil)aminometano (Tris-HCI) - Sigma-Aldrich®;

> Etanol absoluto - Sigma-Aldrich®;

> Ergosterol - Sigma-Aldrich®;

> Cloreto de sodio (NaCl) - Isofar®;

> Cloroférmio - Dindmica Quimica Contempordnea®;

> Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) - Dindmica Quimica Contempordnea®;
> Fosfato de potassio dibasico (K2HPOu) - Dindmica Quimica Contempordnea®;
> Hidroxido de potassio (KOH) - Dindmica Quimica Contemporinea®;
» Ultrassom - ALT Sonic Clean®;

» Hexano - Synth®;

> Agua deionizada Milli-Q® Tipo 1;

> Espectrometro Varian cary 50 conc UV-Vis - Varian®.
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4.2. Sintese dos peptideos

A sintese dos peptideos HSP1 e [Pra']JHSP1 foi realizada manualmente em uma
seringa de polipropileno de 5 mL, adaptada com filtro poroso. A metodologia utilizada
foi a de sintese de peptideo em fase solida (SPFS) via estratégia 9-
fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) (Chan e White, 2000). Todos os derivados de
aminoacido empregados foram adquiridos com o grupamento amino protegido com Fmoc
e suas cadeias laterais protegidas, quando reativas, com grupo protetor ¢-butoxicarbonila
(Boc) ou t-butoxido (OtBu).

Para a sintese do analogo [Pra!]JHSP1 foi substituido o primeiro residuo (Gly-1) do
HSP1 (GILDAIKAIAKAAG) pelo residuo de propargilglicina (PraGly) (FIG. 22). A
substitui¢do por um residuo propargilado foi realizada para inser¢do de um alcino
terminal, responsavel pela reagdo com uma azida na reacao “click” (ver detalhes no item

4.2.1,p. 36).

Figura 22: Estruturas dos aminoécidos glicina e propargilglicina.
Em vermelho encontra-se destacada a cadeia lateral de cada um.
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Como suporte solido, foi utilizada a resina Fmoc Rink® amidada (FIG. 23A) com
grau de substituicdo de 0,79 mmol.g!. Essa resina ¢ funcionalizada com grupo amino
protegido com grupo Fmoc, fornecendo ao final da sintese o peptideo amidado na regiao
C-terminal. Dessa forma, a primeira etapa da sintese consistiu na desprotecado (retirada

do grupo protetor Fmoc), utilizando uma solucdo bésica de PIPE em DMF (25% v/v).

Figura 23: Representacio das estruturas (A) da resina Rink® amida, (B) HOBt e (C) DIC.
Onde “R” representa a cadeia polimérica da resina. A estrutura do grupo ligante da resina
esta representada com o grupo amino protegido com Fmoc.
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A segunda etapa, denominada de acoplamento, consistiu na ligagdo do grupo
carboxi do residuo de Fmoc-Gly-OH ao suporte solido. Para que a formagdo da ligagdo
peptidica ocorra ¢ feita a ativacdo dos derivados de aminodcido, transformando-os
previamente nos respectivos ésteres ativos (FIG. 24). No primeiro acoplamento foi
utilizado um excesso estequiométrico de quatro vezes do residuo de aminoacido, DIC
(FIG. 23C p 33) e HOBt (FIG. 23B p 33) em relacdo ao grau de substituicao da resina,
enquanto que para o acoplamento dos demais residuos de aminoacidos foram utilizados
um excesso estequiométrico de 3 vezes, sempre dissolvendo-se os reagentes em
aproximadamente 3 mL de uma solu¢cdo de DMF:DCM (1:1, v/v). Todo o processo de
sintese foi realizado com etapas alternadas de acoplamento e de desprotecao até obtencao
da sequéncia peptidica desejada. Apos cada uma dessas etapas foram realizados
procedimentos de lavagem utilizando DMF e IPA trés vezes, alternadamente, seguido no

final por uma tinica lavagem com DCM.

Figura 24: Esquema de reacdo da ativagdo do grupo carboxila para acoplamento do
residuo de aminoacido.
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Ap0s cada etapa da sintese, foi realizado o teste de Kaiser (Troll e Cannan, 1953).
Esse teste ¢ utilizado para identificagdo da presenga de grupo amino livre, também
conhecido como teste de ninidrina, consiste em ensaio colorimétrica qualitativo, no qual
a presenca de grupo amino livre resulta na mudanca de coloragdo da resina. Os testes

foram realizados pela adicdo de uma gota da solugdo 1, duas gotas da solugdo 2 e uma



35

gota da solugdo 3 (TAB. 2), a uma pequena amostragem de graos da resina em tubos de

ensaio.

Tabela 2: Solucdes utilizadas para o teste de Kaiser.

Solucio Reaentes

Solucao 1 Piridina 2% (v/v) em solugio aquosa de KCN 1 mmol.L™!
Solucéo 2 Fenol 80% (m/v) em etanol
Solucao 3 Ninidrina 5% (m/v) em piridina

Ao final da sintese do peptideo HSP1 foi realizada a etapa de clivagem. A reacao
de clivagem em meio acido consistiu na quebra da ligagao entre o peptideo e a resina na
peptidil-resina, simultaneamente a remocao dos grupos protetores das cadeias laterais dos
residuos de aminodcidos protegidos. Cadeias peptidicas ligadas as resinas contendo
grupos trialcoxibenzilamina, como no caso da Rink Amida, geralmente, sdo tratadas
utilizando uma solugdo contendo 95% de TFA e com o tempo de reagao variando entre 1
e 3 horas. Essas condi¢des, também, sao capazes de proporcionar a desprotecao de cadeias
laterais contendo grupos protetores como o OtBu e Boc presentes na lisina (Lys) e acido
aspartico (Asp) (Chan e White, 2000).

Durante esse processo, também sdo utilizados agentes nucleofilicos, isso porque
durante a sintese sao geradas espécies catidonicas advindas dos grupos protetores e ligantes
da resina. Quando livres em solucao essas moléculas podem reagir com as cadeias laterais
reativas de aminoacidos como lisina, resultando em modifica¢des estruturais do peptideo.
Por fim, ainda ¢ necessaria a adicdo de compostos alquilsilanos, quando ha formagao de
cations altamente estabilizados, como no caso de resinas do tipo Rink Amida, pois esses
reagentes atuam como sequestradores de carbanions. Dessa forma, para o HSP1 foi
preparada uma solucao contendo 95% TFA, 2,5% agua e 2,5% TIS. A seringa contendo
a solucgdo de clivagem foi submetida a agitagdo por 1,5 h (Chan e White, 2000).

Ao término da reagdo de clivagem, a solugdo acida contendo peptideo livre foi
filtrada e evaporada com fluxo de nitrogénio gasoso. Posteriormente, precipitou-se o
peptideo pela adicdo de éter di-isopropilico (cerca de 5 mL), previamente resfriado
(aproximadamente -5 °C). Nessa etapa, sdo separados os residuos dos grupos protetores
(porcao apolar) do peptideo por centrifugacao (3200 rpm / 5 min), removendo-se o
sobrenadante (etapa repetida 5 vezes). Em seguida, a amostra solida do peptideo foi
solubilizada em 4gua deionizada Milli-Q® Tipo 1. Para estoque dos peptideos, as amostras
solubilizadas foram liofilizadas em um equipamento Terroni LS3000® (Sao Paulo, Brasil)

do departamento de farmacia da UFVIM e armazenadas a -18°C.
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4.2.1. Sintese dos Analogos do Peptideo HSP1

A obtengdo dos analogos de HSP1 foi realizada a partir da peptidil-resina do
derivado [Pra'JHSP1. Para obtencdo dos analogos [trz-G'JHSP1, [p-Glc-trz-G'JHSP1 e
[p-GlcNac-trz-G'JHSP1, foram utilizados azida de sddio, 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-
1-desoxi-f-D-glicopiranose e 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2-didesoxi-$-D-
glicopiranose, respectivamente. Foram empregados 1,0 equivalente em mol de peptideo
(peptidil-resina), 1,8 equivalente em mol do derivado azido, 0,5 equivalente em mol da
fonte de cobre (CuSO4.5H>0) e 0,6 equivalente em mol do agente redutor (ascorbato de
so6dio). Ambos os agucares foram cedidos pelo Prof. Ricardo José Alves, Laboratorio de
Quimica Farmacéutica, Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de
Farmacia da UFMG, cujas sinteses estao descritas na literatura (Franco, 2015)

Na sintese do analogo triazélico [trz-G'JHSP1 os reagentes foram solubilizados em
300 pL de agua Milli-Q®. Para os analogos glicotriazélicos, o sulfato de cobre (II) e
ascorbato de s6dio foram solubilizados em agua Milli-Q®, enquanto que os derivados
azido de agucares foram solubilizados em 450 uL de THF. Os reagentes foram
succionados para a seringa de reacao, obedecendo a seguinte ordem: solu¢do de sulfato
de cobre (II), solucao de ascorbato de sodio e solucao de derivado azido. A reacdo do [trz-
G!'1HSP1 foi mantida em agitacio por 16 horas, enquanto que a reagio dos [p-Glc-trz-
G']HSP1 e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 foi mantida por 72 horas. Apds esta etapa, foi feita a
lavagem com cerca de 3 mL de solucdo aquosa 10% m/v de EDTA, sendo repetida por
oito vezes. A lavagem seguinte foi feita da mesma forma que a realizada entre as etapas
da sintese, ou seja, alternando os solventes DMF, IPA e DCM.

A FIG. 25 (p. 37) apresenta um esquema que descreve as etapas da metodologia
empregada. A etapa (i) apresenta o acoplamento do residuo propargilado de glicina ao
restante da cadeia peptidica. A proxima etapa (ii) consiste na reagao “click”, no qual o
residuo de propargilglicina, ainda protegido, tem acoplado ao seu grupamento alcino o
anel triazélico com seus respectivos substituintes. A etapa (ii1) se refere as lavagens apos
a reagdo “click”, seguida da desprote¢ao do residuo de PraGly. Por fim, foi realizado a
clivagem e remocao dos grupos protetores de cadeia lateral, conforme descrito para o

peptideo HSP1 (item 4.2, p 33), para obten¢ao dos peptideos andlogos livres em solugdo.
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Figura 25: Esquema de sintese para obtencao dos glicotriazol-peptideo e triazol-peptideo
derivados do [Pra!]JHSP1.
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(iii) EDTA 10%, DMF, 1PA, DCM, PIPE; X=H

{iv) TFA, TIS, H;0, t.r 90 min. [trz-G!JHSP1

4.3. Caracterizac¢do e Purificagdo dos produtos da sintese

Os peptideos foram caracterizados por espectrometro de massas do tipo MALDI-
ToF/ToF em modo refletido, modelo Autoflex Speed da Bruker Daltonics®, equipado com
Laser Smart beamTM operando em modo positivo e controlados pelo software
FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics®), no laboratério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG. Os espectros foram obtidos

no modo MS positivos e faixa de massa de 700 a 3500 Da e foram analisados no software
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FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics®). A determinagdo da massa dos peptideos ocorreu
por meio do software MMass.

A anélise dos peptideos HSP1, [Pra']JHSP1 e [trz-G'JHSP1 foi realizada na matriz
CHCA. Para o preparo dessa matriz, dissolveu-se 5 mg de CHCA em 250 uL de
acetonitrila, 200 pL de H,O Milli-Q® e 50 uL de solucdo aquosa de TFA 3% v/v para
obten¢do de uma solugdo de CHCA 10 mg.mL™! (50 mmol.L™Y).

Ja para os peptideos [p-Glec-trz-G'THSP1 e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1, foi preparada
uma matriz de DHB. Para o preparo, dissolveu-se 8§ mg de DHB em 250 uL de
acetonitrila, 200 pL de H,O Milli-Q® e 50 uL de solucdo aquosa de TFA 3% v/v para
obten¢io de uma solugdo de DHB 10 mg.mL™! (50 mmol.L™).

Em seguida, as amostras foram ressuspendidas e adicionadas a matriz na propor¢ao
de 1:3 (peptideo:solucao) em volume. Todas as matrizes contendo os peptideos foram
aplicadas sobre a superficie de uma placa de aco (MTP AnchorChip 800/384, Bruker
Daltonics®, Bilerica, MA, EUA), previamente lavada com agua Milli-Q®, metanol e
alcool isopropilico.

Os peptideos foram purificados em um cromatédgrafo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) Varian® (Varian, Inc.) modelo Pro Star 315 com detector na regido do
ultravioleta modelo Pro Star 335 e valvula de inje¢do marca Rheodyne®, do departamento
de quimica da UFVIM. Foi utilizada uma coluna analitica em fase reversa Vydac® C18
(250 mm x 4,6 mm) e loop de 1 mL. As fases moveis empregadas foram uma solugdo

aquosa com TFA 0,1% (v/v) e solucdo de acetonitrila com TFA 0,8% (v/v).

4.4. Preparo das Vesiculas Fosfolipidicas Unilamelares

Para o preparo das vesiculas fosfolipidicas unilamelares (LUVs) foi empregada a
metodologia de desidratacao/reidratagao de vesiculas (DRV) proposta por Kirby (Kirby
e Gregoriadis, 1984). Inicialmente, o fosfolipidio liofilizado foi solubilizado em 2 mL de
cloroférmio, em seguida o solvente foi destilado em evaporador rotatério (60 °C) para
obten¢do do filme lipidico, sendo adicionado solugdo tampao em seguida. Foram
utilizados trés diferentes tamponantes, sendo eles: Tris-HCI 20 mM (NaCl 100 mM) em
pH 8,5 Tris-HCI 20 mM (NaCl 100 mM) em pH 7,0 e fosfato de potéssio 0,1 M em pH
7,0 para formagao das vesiculas multilamelares (MUVs). A fim de garantir a obtencao de

vesiculas unilamelares, foi realizado o congelamento em nitrogénio liquido e
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descongelamento em banho-maria, com sonicagdo, a 40 °C por 3 minutos, sendo esse
ciclo realizado por 8 vezes.

As vesiculas unilamelares grandes (LUV) de carater anidonico foram preparadas a
partir de uma combinagao dos fosfolipidios POPC e POPG na proporg¢ao (3:1). Ja para as
LUV contendo ergosterol, foi utilizada a mesma combinagdo de fosfolipidios e

adicionado 30% de ergosterol em razao molar.

4.5. Dicroismo Circular (CD)

Estudos conformacionais foram realizados com os peptideos HSP1, [trz-G!']HSP]I,
[p-Gle-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 em solucdo de TFE e meio biomimético
de SDS. Para isso, preparou-se solugdes contendo 30% de TFE e 200 mM de SDS. O
espectropolarimetro utilizado foi 0 JASCO® J-810, acoplado a um sistema de controle de
temperatura Peltier Jasco modelo PFD-425S, do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da UFMG. As andlises foram realizadas em uma cubeta de quartzo de 100
uL e com 0,05 cm de caminho 6ptico, a 25 °C, com janela espectral de 190 a 260 nm.
Foram acumuladas 5 varreduras para cada curva. O tratamento de dados e os céalculos de
deconvolugdo para obtengado dos teores de estruturas secundarias foram realizados a partir

dos softwares Spectra Analysis® e CDpro® (Sreerama e Woody, 2000).

4.6. Degradacao de Ergosterol

Os experimentos para avaliacdo do potencial de oxida¢do de ergosterol foram
realizados com concentracdo de 200 uM dos peptideos HSP1, [trz-G!'JHSP1, [p-Glc-trz-
G!'HSP1 e [p-GlcNac-trz-G!'JHSP1. O meio biomimético utilizado foi vesiculas de
POPC:POPG (3:1) 2 mM com 30% de ergosterol em mol. Apos 18 h de agitacdo, os
sistemas foram submetidos ao processo de extracdo de ergosterol por solucdo alcodlica
de KOH 25% m/v com aquecimento em banho-maria a 85 °C, durante 2 horas. A solugdo
alcoodlica de KOH foi preparada a partir da diluicao de 40 g de KOH em 35 mL de agua
deionizada Milli-Q®, etanol absoluto foi utilizado para completar o volume até 100 mL
com (40% m/v), de modo a obter a concentragdo de 25% m/v no processo de extragdo
(Arthington-Skaggs et al., 1999). Apos o processo de extracdo, os sistemas foram

resfriados em temperatura ambiente.
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Posteriormente, outro processo de extracao foi realizado adicionando-se 2 mL de
hexano e centrifugando-se por 5 minutos a 3800 rpm, etapa repetida mais trés vezes. O
sobrenadante foi recolhido e armazenado em tubos de ensaios, os quais foram
posteriormente submetidos a aquecimento em rotoevaporador (70 °C) para total remocao
do hexano. O ergosterol presente nos tubos de ensaio foi solubilizado em cloroférmio e
transferido para um baldo volumétrico de 5 mL. Uma curva padrdo de ergosterol foi
obtida a partir dos dados de absor¢do UV-Vis obtidos de um espectrometro Varian cary
50 conc UV-Vis, do Departamento de Quimica da UFVIM. As leituras foram realizadas
em Amax de 274 nm, com solugdes estoques de ergosterol nas seguintes concentracdes:
20, 30, 40, 50 e 60 pg.mL! (Shaw e Jefferies, 1953). Os dados de absorbancia foram
analisados no software OriginLab 8.5.

4.7. Calorimetria de Titulag¢ao Isotérmica (ITC)

As analises de ITC foram realizadas em microcalorimetro VP-ITC da Malvern®
(Malvern, Reino Unido), contendo o software Microcal Origin® 7.0 para tratamento dos
dados, no Laboratério de Sintese e Estrutura de Biomoléculas da UFVJM. A calibragdo
do equipamento foi realizada com agua Milli-Q® tipo 1 e as solu¢des utilizadas foram
degaseificadas em acessorio Microcal Thermovac® da marca Malvern®.

Cada experimento consistiu de 49 inje¢des sucessivas de 5 uL de LUV 10 mM em
uma célula de reacdo contendo 1,4 mL de uma solucdo peptidica 100 pM em tampao Tris-
HCIl pH 8,5, em intervalos de 240 s e tempo de injecdo de 5 s. Afim de eliminar os efeitos
de difusdao de material da seringa para a c€lula calorimétrica, foi realizada uma primeira
injecdo de 1 pL, sendo estd descartada. Também foi realizado um experimento de
titulacdo de LUV em solug@o tampao para obtencdo do calor de dilui¢do das vesiculas,
cujos os valores de cada injecao foram subtraidos das isotermas de titulagdo das LUV em

solucao de peptideo.
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4.8. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em Solucao

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrometro Bruker®
AVANCE 111 500, operando a frequéncia de 500,13 MHz para o nticleo de 'H, a 125,75
MHz para o niicleo de '*C e 50,68 MHz para o nucleo de '°N. Esse equipamento contém
o software TopSpin 3.2 - Bruker BioSpin® e pertence ao Centro Nacional de Ressonancia
Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN) na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFR1J). Os espectros coletados foram de amostras contendo: 2 mM [p-Glc-trz-G'JHSP1
ou [p-GlcNac-trz-G'JHSP1; 500 pM de SDS-das; 10% (v/v) de D20, padrio para o lock
do equipamento; 1% (v/v) de &cido 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonico (DSS), padrao
interno da amostra. Todos dissolvidos em agua acidificada (pH 4,0) para o volume final
de 600 pL. Também foram preparadas solugdes contendo 2 mM dos peptideos dissolvidos
em 420 pL de tampao fosfato (pH 7,0) e 180 uL de TFE-d>.

A TAB. 3 apresenta os pardmetros empregados nos experimentos de TOCSY,
NOESY, HSQC e HMQC. Foram realizados experimentos unidimensionais de 'H
empregando-se a sequéncia de pulso zg30 para homogeneizagdo do campo (shimming),
calibracao de pulso e determinagdo do valor de frequéncia de irradiagao do sinal da dgua
(ol). Também foram realizados experimentos com supressdo de sinal da agua por
WATERGATE, sequéncia de pulso zgesgp. Os
bidimensionais homonucleares de 'H,'H-TOCSY, 'H,'H-NOESY e heteronucleares
'H,'3C-HSQC e sofast 'H,'>N-HMQC foram realizados usando uma sonda de banda larga

aplicando-se a experimentos

inversa de tripla ressonancia (TBI — Triple Resonance Broadband Inverse).

Tabela 3: Parametros de aquisi¢ao dos espectros de RMN para os peptideos [p-Glc-trz-
G'1HSP1, e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 em solugdes de TFE 30% v(/v) e 200 mM de SDS.

'H,'H-TOCSY 'H,'"H-NOESY 1, c-HSQC st-'H,"*N-HMQC
Sequéncia de Pulso (pulseprog) mlevesgpph noesyesgpph hsqcedetgp sthmqef3gpph
Ntumero de Scans (ns) 88 50 128 220
Scans Vazios (ds) 64 16 64 2048
T do Pul
empo €0 THRO. 7,84 s 7,84 s 7,84 s 7,84 s
Radiofrequéncia de 90° H (p1)
Tempo de Mistura 80 ms 120 ms N/A N/A
Modo de Aquisicio (FnMODE)|  STATES-TPPI STATES-TPPI Echo-Antiecho STATES-TPPI
Janela Espectral (SW) 6002,4 Hz | 6002,4 Hz | 6001,6 Hz | 6001,6 Hz | 6009,6 Hz | 17607,4 Hz| 7002,8 Hz | 1773,9 Hz
(12ppm) | (12ppm) [ (12ppm) | (12 ppm) | (12 ppm) | (140 ppm) | (14 ppm) | (35 ppm)
Nimero de Pontos no Dominio | -, o 512 2048 512 1024 256 1024 256
do Tempo (TD)
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Os dados obtidos foram processados com o softiware NMRPIPE® (Delaglio et al.,
1995), na plataforma Linux, distribuicdo Fedora versao 25. Os mapas de contorno foram
assinalados no software NMRVIEW® versdo 5.0.4 (Johnson e Blevins, 1994). Para o
assinalamentos dos mapas de contornos TOCSY e NOESY, foi seguida a metodologia
padrio de atribui¢do sequencial de peptideos, a partir da correlagdes dos sinais de 'H intra
e interresiduais da cadeia principal e lateral (Wiithrich, 1986). Os mapas de contorno
heteronucleares, 'H,"*C-HSQC e sofast 'H,'">’N-HMQC, foram utilizados para eliminar
ambiguidades, assim como para obtengio dos deslocamentos quimicos de '*C, *C,, *Cp
e '’N amidico.

O célculo das estruturas glicotriazol-peptideo foi realizado em colaboragdo com o
professor Elio Anthony Cino do Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG. O Prof. Elio Cino, realizou o célculo de 200 estruturas
através do software de simulacdo GROmningen MAchine for Chemical Simulations
(GROMACS) juntamente com o pacote de dados Chemistry at HARvard Macromolecular
Mechanics 36 (CHARMMS36), os parametros dos grupos ndo proteicos foram obtidos
através do CHARMM General Force Field (CGenFF) por inspe¢dao manual. Para
visualizacao das estruturas tridimensionais foram utilizados o software Chimera (versao

1.12).
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5 Resultados e Discussao

5.1 Sintese e Caracterizacdo do Peptideo HSP1 e Analogos

Os peptideos HSP1 e [Pra']JHSP1 foram sintetizados manualmente seguindo a
metodologia via estratégia Fmoc. O acompanhamento das sinteses foi realizado pelo teste
de Kaiser apos cada etapa de acoplamento e desprotecdo. Os resultados obtidos estao
apresentados na TAB. 4, onde s3o apresentados o tempo de reacdo e excesso

estequiométrico empregado em cada etapa de acoplamento.

Tabela 4: Condicdes e acompanhamento da sintese do HSP1 e [Pra'JHSP1

As letras “A” e “D” fazem referéncia a acoplamento e desprotecao, respectivamente. O
sinal negativo indica que ndo ocorreu a coloracdo dos granulos e o positivo que houve
coloragao.

Resultado
teste de
Kaiser

Tempo

Derivado de de
Derivado de aminoacido reacao
aminoacido HSP1 [Pra']HSP1 Excesso (h) A) 1))

o
~—
=
3
=
s
=
=
5
()
<

Fmoc-Gly-OH Fmoc-Gly-OH 4 3 : 5
Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 |
Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 - S
n Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - 4
n Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 - S
n Fmoc-Ile-OH Fmoc-Ile-OH 3 2 - A
Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 - +*
n Fmoc-Lys(Boc)-OH Fmoc-Lys(Boc)-OH 3 2 - 4
n Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 - S
10° Fmoc-Ala-OH Fmoc-Ala-OH 3 2 - +
118 Fmoc-Asp(OtBu)-OH ~ Fmoc-Asp(OtBu)-OH 3 2 - 4
12° Fmoc-Leu-OH Fmoc-Leu-OH 3 2 - A
13° Fmoc-Ile-OH Fmoc-Ile-OH 3 2 - S
14° Fmoc-Gly-OH Fmoc-PraGly-OH 3 2 - +

O peptideo [Pra'JHSP1 foi sintetizado como precursor dos derivados [trz-G!'JHSP1,
[p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNac-trz-G!'JHSP1. Para isto, os respectivos derivado azido

(azida de sodio, azida de p-acetil-glicose e azida de p-acetil-glicosamina) foram utilizados
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como descrito no Item 4.2.1 (p. 33) e apresentada na FIG. 25 (p 34). A FIG. 26 apresenta
os cromatogramas obtidos por CLAE da amostra bruta da sintese dos peptideos HSP1,

[Pra'JHSPI e [trz-G'JHSP1.

Figura 26: Perfil CLAE da amostra bruta da sintese dos peptideos (A) HSPI1, (B)
[Pra!]JHSP1 e (C) [trz-G']HSP1.

Amostra injetada (100 pL de uma solugio 1 mg.mL") em coluna C18 Vydac® 218TP510
(250 mm x 4,6 mm) sendo o pH equilibrado com TFA. Eluicdo: solucdo de
acetonitrila/TFA 0,1% em fluxo de 0,8 mL.min"'. A linha azul retrata a variacdo da
concentragdo acetonitrila em porcentagem. A absorbancia foi monitorada em Amax 214
nm.
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Os cromatogramas indicam uma sintese eficiente, considerando um tUnico sinal
proeminente. No entanto, a purificagio dos peptideos [Pra'JHSP1 e [trz-G'JHSP1 se fez
necessaria devido a presenca de picos referentes a subprodutos da sintese. Para
caracterizacdo foram coletadas aliquotas das analises cromatograficas, com tempo de
retencdo de 36,8 min para o HSP1, 36,3 min para o [Pra'JHSP1 e 30 min [trz-G']HSP1,
as quais foram posteriormente analisadas por espectrometria de massas em equipamento

do tipo MALDI-ToF/ToF (FIG. 27).

Figura 27: Ionogramas MALDI-ToF/ToF obtidos no modo positivo para amostras brutas
de (A) HSP1, (B) [Pra'JHSP1, (C) [trz-G'JHSP1, (D) [p-Glc-trz-G'JHSP1 e (E) [p-
GlcNAc-trz-G'|HSP1.
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A FIG. 27A (p. 45) confirma a obtencdo do peptideo HSP1 com massa teorica
calculada de 1310,5 Da, sendo caracterizado pelos sinais correspondentes dos ions
[M+H]" em m/z 1311,6 e seus adutos de sddio e potassio em m/z 1332,5 e m/z 1348,6,
respectivamente. O [Pra']JHSP1 possui massa tedrica calculada de 1347,3 Da e os
espectros de massa da FIG. 27B (p. 45) confirmam a sua obten¢ao, caracterizado pelos
sinais correspondente aos ions [M+H]" em m/z 1348,6 e seus adutos de sddio e potéassio
em m/z 1370,6 e m/z 1386,6, respectivamente. O [trz-G'JHSP1, por sua vez, apresenta
massa tedrica de 1390,7 Da, sendo confirmado pelos ions [M+H]" em m/z 1391,8 (FIG.
27C p. 45), assim como seus adutos de sddio e potassio em m/z 1413,8 e m/z 1429,8,
respectivamente. Ainda foram analisadas amostras do [p-Glec-trz-G!'JHSP1 (FIG. 27D p
45) e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 (FIG. 27E p 45) de massas tedricas 1720,6 ¢ 1719,4,
respectivamente, sendo confirmadas pelos fons [M+H]" em m/z 1721,4 e 1720,4, assim
como seus adutos de s6dio em m/z 1743,4 e m/z 1742,4 e de potassio em m/z 1759,4 ¢
m/z 1758,4. A partir desses resultados, ¢ possivel concluir que a SPFS se mostrou
eficiente para obteng¢do do peptideo [Pra!JHSP1, assim como sua associacdo a reagio
“click” para o [trz-G'JHSP1, [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1. Ainda foi
possivel observar uma conversdo de praticamente todo o [Pra'JHSP1 em seus derivados,
devido a baixa intensidade de sinais m/z na FIG. 27C, 27D e 27E (p 45) correspondentes
a este peptideo.

ApoOs a caracterizagao dos peptideos foram realizados experimentos para analises
conformacionais e de interacdes peptideo-membrana. Estudos estruturais, em TFE, foram
realizados com os peptideos [p-Glc-trz-G'THSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1, afim de
verificar a conformacdo adotada pelos PAM com estruturas glicotriazolicas inseridas na
cadeia peptidica. A amostra dos peptideos [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1
foram fornecidos por Eduardo Ferreira Coelho Junior provenientes do trabalho

desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Junior, 2015).
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5.2 Estudos Estruturais por Ressonancia Magnética Nuclear em Solucao
5.2.1 Meio biomimético de 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)

A estrutura tridimensional dos peptideos [p-Glc-trz-G!'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-
G!'1HSP1 foi estudada no meio biomimético de TFE. O TFE foi escolhido por ja ser
estabelecido que este solvente favorece ligacdes de hidrogénio intramoleculares,
induzindo o peptideo a assumir uma conformagado mais estavel (Sonnichsen et al., 1992).
Além disso, também foi empregado este meio para comparagdo com a estrutura de HSP1
em TFE ja publicada anteriormente (Prates et al., 2004). Como os glicotriazol-peptideos
[p-Gle-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 compartilham a mesma estrutura
primaria, diferenciando entre si apenas pela substitui¢do de um oxigénio por nitrogénio
na cadeia sacaridea (FIG. 15 p 21), era esperado que os sinais caracteristicos dos residuos
de aminodcido fossem muito similares, conforme evidenciado pelos espectros
unidimensionais de 'H (FIG. 28). Por outro lado, verificou-se grande alargamento dos
sinais de hidrogénio amidico do [trz-G'JHSP1, o que indica elevada dinimica
conformacional para a cadeia peptidica, impossibilitando assim uma analise estrutural de

alta resolucao.

Figura 28: Espectros unidimensionais 'H dos peptideos [p-Glc-trz-G'JHSP1 em azul, [p-
GlcNAc-trz-G'JHSP1 em vermelho e [trz-G'JHSP1 em preto, ampliagio da regido
amidica, em solugdo de TFE (v/v).
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Desta forma, foram utilizados os mapas de contornos 'H-'H-TOCSY, 'H-'H-
NOESY, 'H-*C-HSQC editado e 'H-'>’N-HMQC para atribuicdo completa dos sinais de
ressonancia de 'H, *C e >N dos glicotriazol-peptideos, seguindo a metodologia de
Wiithrich (1986). Neste item, serdo apresentados apenas os mapas de contorno do
peptideo [p-Gle-trz-G'JHSP1, enquanto que os do [p-GlcNac-trz-G!'JHSP1 encontram-se
em anexo (Anexos 3 e 4). Entretanto, as interacdes em regides caracteristicas dos
hidrogénios de agucares serdo apresentados para ambos os glicotriazol-peptideos.

A anélise inicial foi realizada com mapa de contorno 'H-"H-TOCSY, no qual foram
observadas as correlagdes intrarresiduais de cada residuo de aminoacido. Como cada
residuo de aminoécido apresenta um sistema caracteristico de spin, também denominados
padrao de TOCSY, foi possivel a sua identificacdo dos diferentes tipos de residuos de
aminoacidos da sequéncia primaria do peptideo. O padrao de deslocamento quimico dos
nucleos de hidrogénio para os diferentes residuos de aminoacidos esta apresentado no
diagrama do anexo 2 (p. 81). O residuo de alanina (Ala), por exemplo, pdde facilmente
ser identificado, apresentando correlagdes na regido amidica de Hn-Hq € Hn-Hp. Além
disso, por possuir em sua cadeia lateral apenas um grupo metila, o deslocamento quimico
(0) do Hp geralmente ocorre em valor menor quando comparado a maioria dos Hy de
outros residuos de aminoacidos, sendo registrado no TOCSY em 0 = 1,5 ppm. O residuo
do acido aspartico, assim como o da alanina, possuem apenas correlacdes entre Hn-Hy €
Hn-Hp, no entanto, como o Cp estd ligado a um grupo carboxila que ¢ retirador de
densidade eletronica, ocorre um maior deslocamento quimico deste nuacleo e
consequentemente também do ntcleo de Hp, que para este peptideo foi identificado em o
=2,89 ppm.

Por outro lado, residuos de lisina (Lys) possuem cadeia lateral mais extensas e
apresentam correlagdes entre Hn-Hq, Hn-Hp, Hn-H,, Hn-Hs e Hn-He. As correlagdes Hn-
H, sdo mais dificeis de serem observadas, devido ao maior numero de ligagdo entre os
dois nicleos, o que faz com que o acoplamento escalar (’J) seja menor e mais dificil de
ser detectado. Contudo, as correlagdes Hn-Hp, Hn-H, e Hn-Hs apresentam deslocamento
proximo, pois o grupo amino presente na cadeia lateral também exerce efeito indutivo na
molécula, assim como os grupos da cadeia principal. Como resultado, ha uma pequena
variagdo de ambiente quimico para esses nuacleos, que geralmente registram
deslocamentos de Hp, H, e Hs proximos a 1,75 ppm, 1,48 ppm e 1,62 ppm,
respectivamente (Wang, 2008).
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Os residuos de isoleucina (Ile) e leucina (Leu) por sua vez, apresentam correlagdes
intrarresiduais de Hn-Hq, Hn-Hp, Hn-H, e Hn-Hs. No entanto, devido a similaridade
estrutural, diferindo-se apenas na posi¢do de um grupo metila (CHz), os deslocamentos
dos seus nucleos sao muito semelhantes. Sendo assim, ¢ muito dificil identifica-los apenas
pela anélise do mapa de contornos TOCSY, sendo necessario uma analise em conjunto
com o mapa de contornos NOESY, onde a partir das correlagdes interresiduais € possivel
sanar essas ambiguidades (Williamson, 1993).

Com base nessas informacgoes, foi realizado o assinalamento completo dos mapas
de contornos de [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 para identificagdo dos
residuos de aminoacidos de suas estruturas primarias. Foi possivel identificar
praticamente todos os residuos, com exce¢do daqueles presentes nas extremidades N-
terminal (residuo de Gly-1 contendo o substituinte glicotriazol [p-Glec-trz]Glyl e Ile-2) e
C-terminal (Gly-14). Esses residuos, por se situarem nas extremidades da cadeia peptidica
apresentam maior mobilidade conformacional e, com isso, os ambientes quimicos nao
sdo bem definidos, tornando de dificil interpretagao suas correlagdes (Mielke e Krishnan,
2009). Além disso, ndo ha um deslocamento quimico definido para o residuo de Gly-1
contendo a unidade glicotriazol, fazendo com que seja possivel apenas a especulagdo dos
deslocamentos quimicos de seus nicleos. Assim sendo, tanto os niicleos 'H do anel
triazolico e 'H do carbono sp? ligado a glicina nio foram identificados. Como a niicleo de
hidrogénio do anel triazélico também nao possui nenhum vizinho hidrogenado, nao ha
transferéncia de magnetizagao desse nucleo para outro de hidrogénio. Consequentemente,
ndo foram verificadas correlagdes interresiduais referentes ao residuo de [p-Gle-trz]Gly1.

A FIG. 29 (p 50) apresenta o mapa de contorno H-'"H-TOCSY com ampliagio da
regido amidica, na qual sao observados os sinais caracteristicos da correlacao de Hy com
H. e hidrogénios de cadeia lateral interesidual para os residuos de aminoacidos alanina,

isoleucina, leucina e lisina..
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Figura 29: Mapa de contornos 'H-'H-TOCSY parcial do [p-Glc-trz-G'THSP1 em solugio
de TFE 30% (v/v).

Ampliacdo da regido amidica. Sendo representadas as correlagdes do residuo de alanina
(em vermelho), de isoleucina (em verde), de leucina (em rosa) e de lisina (em azul).
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A identificacdo do sistema de spin do acucar (FIG. 31 p. 51) também foi feita
utilizando o mapa de contornos TOCSY. Os carboidratos também apresentam
deslocamentos quimicos caracteristicos, cujos os sinais de hidrogénios encontram-se na
regido de o entre 4 ¢ 6 ppm (Bubb, 2003). Estruturas como a glicotriazdélica, sao pouco
convencionais e, portanto, nao apresentando muitos dados na literatura. Para facilitar a
analise dos dados de RMN, nesse trabalho foi utilizada a nomenclatura para as atribui¢des

dos deslocamentos quimicos de 'H e '3C da unidade glicotriazol (FIG. 30).

Figura 30: Representacao da estrutura glicotriazol e sua nomenclatura definida.

Para isso, a estrutura glicotriazolica foi dividida em duas partes. Na primeira,
considerando o anel triazol e o grupo metilénico (CH2) como uma extensdo da cadeia

lateral do residuo de Gly-1. Portanto, os carbonos sequencias denominados de Cg, C, e
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Cs. Na segunda, para a estrutura do agucar, iniciou-se do carbono anomérico (C1) e

considerou-se os demais sequenciais de acordo com a ordem crescente (C2, C3, C4, C5
e C6).
Figura 31: Mapa de contornos 'H-'"H-TOCSY parcial dos peptideos (A) [p-Gle-trz-

G'1HSP1 e (B) [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 em solugio de TFE 30% (v/v).
Ampliacdo da regido caracteristicas de hidrogénios de aglicares.
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Comparando-se os deslocamentos quimicos de [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNac-
trz-G'JHSP, a partir da analise da FIG. 31 verifica-se pouca varia¢do no deslocamento
quimico dos hidrogénios das unidades sacarideas, com exce¢ao do H2, como apresentado
na tabela do anexo 6 (p 87). Isso comprova que essas estruturas realmente compartilham
de ambientes quimicos muito semelhantes, assim como apontado anteriormente. No
entanto, os sinais correspondentes ao nucleo H2 no espectro de TOCSY e NOESY para
o [p-GlcNac-trz-G'THSP1 ndo foram observados, sendo identificado, pela presenga de

sinais de correlagdo TOCSY de todos os outros ntcleos do sacarideo em o = 4,65 ppm,
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sinal este que foi considerado correspondente ao nucleo de H2. Essa diferenga de
deslocamento quimico era prevista, ja que o nitrogénio ¢ um atomo menos eletronegativo
do que o oxigénio, exercendo assim menor efeito indutivo sobre o H2.
Consequentemente, este nucleo apresenta menor deslocamento quimico quando
comparado na estrutura do [p-Glc-trz-G!'JHSP1. A linha tracejada em azul da FIG. 31B
(p 51) aponta as correlacdes TOCSY dos nucleos de H1, H3, H4, H5 e H6 com o nucleo
de H2.

O mapa de contorno 'H-'"H-NOESY, no qual s3o observados acoplamento dipolares
através do espago, foi empregado para identificagdo dos vizinhos de cada residuo de
aminodcido a partir das correlagdes de nOes interresiduais. Dessa forma, foi possivel o
sequenciamento da estrutura primaria do peptideo e a diferenciacio de residuos do mesmo
tipo na cadeia peptidica. Neste trabalho, a atribuicdo foi iniciada pelo acido aspartico

(Asp-4), que além de possuir apenas um residuo, também apresenta sinais caracteristicos

de Hp.

Figura 32: Mapa de contornos 'H-'"H-NOESY parcial do [p-Glec-trz-G'JHSP1 em solugdo
de TFE 30% (v/v).

Ampliacdo na regido amidica, destacando os sistemas de spin dos residuos de acido
aspartico (em ciano), alanina (em vermelho), de propargilglicina (em roxo), de isoleucina
(em verde), de leucina (em rosa) e de lisina (em azul).

[p-Gle-trz]Gly - Ile - . -Ala-lle-Lys-Ala-lle-Ala-Lys-Ala-Ala-Gly
1 9 6 7 8 9 10 11 12 13 14
10 <o . o o E-4 Tb @ - @
<o
_ - I i
=2 11 1= &1 T
f ="
o L & o
320/ @ < T & - o> .
g « Ala-10 [le-6
CgZ,S- Ala-12> Lys-T—s —Lys-11 <—Ala-5
‘53,0_ - Ala-8— oo
g - AIﬂ.- 13
31 o« P «
= 3,5 X ® .
8 > - = -
o= 4,04 I - T s
& W - B 94 - B
45| - . [p-Gle-trz]Gly-1 - o -
9,0 8.8 8,6 8.4 8.2 8.0 78 7.6 7.4

'H Deslocamento Quimico {ppm)

A atribuigdo dos residuos foi realizada de acordo com suas posi¢des na sequencia
primaria. Sabendo-se que as cadeias peptidicas dos glicotriazol-peptideo adquirem

conformac¢do helicoidal em solu¢do de TFE e presenga de micelas de SDS, conforme
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avaliado pelos dados de CD (FIG. 45 p 61), foram identificadas correlagdes do tipo
Han(i,it+1), Han(i,i+2), Hon(i,it1), Hen(i,i+2), Hen(i,i+3), Han(i,it4), Hpn(i,itl) e
Hap(1,1+3). A FIG. 33 (p 54) apresenta um resumo dos principais nOes interresiduais para
cada as cadeias peptidicas de ambos os glicotriazol-peptideos.

Importante destacar as correlagcdes Han(i, i+1) € Hun(i, 1+1) do residuo de Leu-3,
que permitiram identificar o residuo de Ile-2 (6 = 8,60 ppm). O que foi fundamental para
a identifica¢do do 'H do anel triazélico com deslocamento quimico proximo a 8,20 ppm.
Isso porque foram identificados dois sinais de 3,55 e 3,40 ppm, deslocamento
caracteristicos de grupos CH; ligado diretamente em anéis aromaticos de azdis (como no
caso da Histidina). Esses sinais apresentaram correlagdes com o hidrogénio amidico do
residuo de Ile-2, indicando uma correlagdo do tipo Hpn(i, i+1), auxiliando assim na
identificacao do residuo de [p-Glc-trz]Gly.

Ainda nas andlises dos mapas de contornos NOESY, foram assinalados os sinais
correspondentes ao acoplamento dipolar dos niicleos 'H triazolicos com os 'H anoméricos
no deslocamento quimico de 6 = 6,00 ppm para o [p-Glc-trz-G'JHSP1 e de 6 = 5,97 ppm
para o [p-GlcNAc-trz-G'|HSP1 (Figura 33). Estas correlagdes, juntamente com as
correlacdes Hyn(i, 1+1) entre o hidrogénio amidico do residuo de Ile-2 e o grupo CH> do
residuo de [p-Gle-trz-G'JHSP1 e [p-Gle-trz-G'JHSP1, tornou possivel concluir que os
sinais proximos a 8,2 ppm eram referentes ao nucleo do 'H triazélico. No caso do [p-
GlcNac-trz-G!'JHSP1 ainda foi possivel observar as correlagdes entre os nucleos H1, H2

e o 'H amidico do grupo N-acetila ligado ao carbono H2 (FIG. 33C p 54).
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Figura 33: Mapa de contornos 'H-'H-NOESY parcial do [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-
GlcNac-trz-G'JHSP1 em solugio de TFE 30% (v/v).

Ampliagio (A) do [p-Glc-trz-G'JHSP1 e (C) [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 na regido amidica
e (B) [p-Glc-trz-G'JHSP1 e (D) [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 regido caracteristicas de
hidrogénios de agtlicares.
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Os mapas de contornos 'H-'3C-HSQC (Figura 34) foram assinalados com base nos
deslocamentos de 'H, e 'H de cadeia lateral referente a cada residuo identificado pelo
TOCSY e NOESY, e permitiram prontamente a identificacdo dos deslocamentos
quimicos de '*C diretamente ligados ('J) a estes nticleos de hidrogénio. Foram realizados
experimentos de HSQC editado (Berger e Braun, 2004) para facil diferenciagdao entre
carbonos CH, CH> e CHj3. Nesse tipo de experimento as correlagdes de nticleos de
carbonos que apresentam ligagdes com um ou trés nicleos de hidrogénios apresentam-se
em fases opostas aqueles que estdo ligados a dois a&tomos de hidrogénio, conforme pode

ser verificado na FIG. 34 p 55.
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Figura 34: Ampliacdo na regido Ca e Ha do mapa de contornos 'H-'3C-HSQC editado

para o [p-Glc-trz-G'JHSP

1 em solugdo de TFE 30% (v/v).
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E possivel notar alguns sinais “satélites” em torno dos residuos Ala-13 e Ile-6/Ile-

9. Esses sinais, também chamados de artefatos, sdo vestigios originados durante o

processamento dos mapas de contornos, podendo ser gerados durante uma ma execugao

da etapa ou resultantes de acoplamentos escalares *C-1>C (!Jc), muitas vezes atribuidos

como ruidos (Bigler, 2000). Ainda foi observado que os sinais para o C, da Ile-6 e Ile-9

possuem o mesmo deslocamento quimico assim como ocorreu para o Hy, revelando um

ambiente quimico muito similar para estes residuos de aminoacidos. O que ja era

esperado, tendo em vista que na estrutura primdria, ambos apresentam como vizinhos

residuos de alanina, além de estarem proximos espacialmente de lisinas. Ainda foram

observados os deslocamentos quimicos dos carbonos da estrutura sacaridea assim como

o carbono triazol (FIG. 3

5 56).
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Figura 35: Mapa de contornos 'H-'3C-HSQC editado parcial para o [p-Glc-trz-G'JHSP1

em solucao de TFE 30% (v/v).
Ampliacdo na regido caracteristica de carbonos de agucares.
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Por fim, foi assinalado o mapa de contornos sf-'H-'>’N-HMQC (Figura 36), onde
foram identificadas todas as correlagdes entre 'Hn e °N, com excegdio para os residuos
PraGly-1 e Gly-14. No entanto, a Figura 36 aponta dois sinais referentes a possiveis
correlagdes do Gly-14, que podem ser referentes ao 'H amidico assim como o 'H da
regido C-terminal amidada. Contudo, nao foram identificados nos outros experimentos

informacgdes que pudessem levar a essa confirmagao.

Figura 36: Mapa de contornos sf~'H-'>’N-HMQC parcial do [p-Glc-trz-G'JHSP1 em
solugdo de TFE 30% (v/v).
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ApoOs o assinalamento de todos os experimentos de RMN, os sinais foram
convertidos em dados de restri¢cao de distancia e angulos diedros. Para as restri¢des, foi
utilizado a intensidade dos nOes identificadas no experimento de NOESY. Enquanto que

os angulos foram obtidos pelos deslocamentos quimicos de C,, Hy, Csze Hp do HSQC,
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assim como dos "N amidico do sf-HMQC. Posteriormente, esses dados foram
empregados na realizagdo dos calculos de dindmica molecular para obtencdo das
estruturas tridimensionais. Inicialmente, os calculos foram realizados desconsiderando a
cadeia lateral do residuo de [p-Glc-trz]Glyl, para uma verificacdo primaria das

atribui¢des nos mapas de contornos (FIG. 37A).

Figura 37: Projecao da estrutura tridimensional prévia do (A) [p-Glc-trz-G1]HSP1 e (B)
HSPI.

(A) Estrutura tridimensional calculada para o [p-Glc-trz-G1JHSP1 desconsiderando a
cadeia lateral da PraGly-1 e (B) estrutura calculada por Prates et al., 2004.

Observando a FIG. 37 verifica-se que a inser¢ao da estrutura glicotriazol ndo altera
a conformagdo preferencial do peptideo. A FIG. 37B traz a estrutura previamente
calculada em TFE por Prates et al. (2004), na qual o peptideo HSP1 apresenta estrutura
em a-hélice por toda extensdo da cadeia peptidica. Comparando-a com a FIG. 37A do [p-
Glc-trz-G1]JHSP1, nota-se que a a-hélice continua sendo a estrutura predominante. A
partir disso € possivel concluir que o glicotriazol ndo provoca perturbagdes na estrutura a
ponto de modificar a conformagao preferencial do peptideo frente a membrana.

Para uma melhor compreensdo das diferencas conformacionais implicadas pela
estrutura sacaridea ainda foram realizados experimentos em SDS. Isso porque, o meio
micelar de SDS combina o ambiente apolar da membrana bem como suas propriedades
interfaciais e, além disso, sdo conhecidas por serem adequados a determinagdo da
estrutura de RMN de alta resolu¢do de peptideo (Lindberg et al., 2001; Lee et al., 2003).
Dessa forma, foram realizados experimentos de RMN para os glicotriazol-peptideos em

presenca de micelas de SDS.
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5.2.2 Meio Biomimético de SDS

Para o assinalamento dos mapas de contorno dos glicotriazol-peptideos em
presenca de 500 mM de SDS foram utilizados os mesmo experimentos e estratégia
empregada em solucdo de 30% TFE (v/v). Assim como esperado em TFE por se tratarem
de peptideos com mesma cadeia principal, diferenciando-se apenas por um atomo na
cadeia sacaridea, os nucleos apresentaram deslocamentos quimicos muito parecidos,
sendo evidenciado pela FIG. 38. No entanto, os mapas de contorno do [p-GlcNac-trz-
G!']HSP1 n3o foram apresentados no texto, pois ainda ndo foram completamente

finalizados, estando presente apenas aqueles que evidenciaram alguma diferenga.

Figura 38: Espectros unidimensionais 'H dos peptideos [p-Glc-trz-G'JHSP1 em azul e
[p-GlcNac-trz-G!'JHSP1 em vermelho, ampliacdo da regido amidica, em solucdo de SDS
500 mM.

[p-Gle-trz-G'THSPI
[p-GleNac-trz-G'JHSP1

7 8 9
'H Deslocamento Quimico (ppm)

O TOCSY em SDS apresentou diferencas nos deslocamentos quimicos de diversos
nucleos, podendo ser principalmente observada no inicio da cadeia peptidica nos residuos
de Leu-3, Asp-4 e Ala-5. Além disso, a interpretacdo dos mapas de contornos apresentou
maior dificuldade quando em comparacao a solugao de TFE por conta da auséncia de
sinais de correlagdo na regiao amidica. No entanto, pela analise da FIG. 39 p 59 ¢ possivel

notar que foi possivel identificar todos os sinais referentes ao nucleo do residuo Asp-4,

assim como os sinais de correlagdes dos nucleos das alaninas.
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Figura 39: Mapa de contornos 'H-'H-TOCSY parcial do [p-Glc-trz-G'THSP1 em solugio
de SDS 500 mM.

Ampliacdo da regido amidica. Sendo representadas as correlagdes do residuo de alanina
(em vermelho), de isoleucina (em verde), de leucina (em rosa) e de lisina (em azul).
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Apesar da auséncia de sinais ainda foi possivel identificar na regido amidica todas

as correlagdes Hng, possibilitando assim a determinagao dos deslocamentos quimicos de

H, de cada um dos residuos em ambos os casos.

Figura 40: Mapa de contornos 'H-"H-TOCSY parcial do [p-Gle-trz-G'JHSP1 em solugio
de SDS 500 mM.

Ampliagdo da regido de hidrogénio alfa. Sendo representadas as correlagdes do residuo
de alanina (em vermelho), de isoleucina (em verde), de leucina (em rosa) e de lisina (em
azul).
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Sendo assim, foram obtidos os deslocamentos quimicos de Hg, H, e Hy, a partir das
correlagdes com H,, dos residuos aos quais ndo foi possivel identificar na regido amidica,
como mostrado na FIG. 40 p. 59. E possivel notar que diferente do experimento com TFE,
em SDS o sinal do nucleo Ile-2 foi identificado a partir das correlagdes com H,, que nao
apareceram no experimento anterior. Partindo para o mapa de contornos da regido de
acucares (FIG. 41), ndo foi observada nenhuma mudanga em relacdo aos experimentos
de TFE, apenas leve alteracdes no deslocamento quimico dos nticleos de hidrogénio,

condizente com a mudanca de ambiente quimico.

Figura 41: Mapa de contornos 'H-'"H-TOCSY parcial dos peptideos (A) [p-Glec-trz-
G'1HSP1 e (B) [p-GlcNac-trz-G!'JHSP1 em solugdo de SDS 500 mM.
Ampliagdo da regido caracteristicas de hidrogénios de agucares.
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Através da analise do mapa de contornos NOESY foi possivel assinalar todas as
correlacdes sequéncias e caracteristicas de estruturas em a-hélice assim como em TFE.
Além disso, os sinais de correlagdo que ndo foram observados no TOCSY estavam
presentes no NOESY, corroborando com a interpretacdo realizada. Na FIG. 42 ainda
pode-se notar que o sinal referente a correlagdo Hn-Hp e Hn-Hs do residuo de [p-Gle-
trz]Glyl1, dessa vez ndo apresentaram dois sinais, permitindo concluir que hd uma menor
mobilidade nessa regido, ndo havendo mais uma grande diferenca de ambientes quimicos

entre os dois nucleos de hidrogénio Hg.

Figura 42: Mapa de contornos 'H-'H-NOESY parcial do [p-Glc-trz-G'JHSP1 em solugo
de SDS 500 mM.

Ampliagdo na regido amidica, destacando os sistemas de spin dos residuos de acido
aspartico (em ciano), alanina (em vermelho), de propargilglicina (em roxo), de isoleucina

(em verde), de leucina (em rosa) e de lisina (em azul).
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Ainda no mapa de contornos NOESY, foi possivel observar as correlagdes dos
hidrogénios glicosidicos com o 'H triazolico do residuo de [p-Gle-trz]Gly1 (FIG. 43 p
62), bem como correlagdes dos 'H glicosidicos com sinais de deslocamento quimico
caracteristicos de Hg, H, e Hs do residuo de Leu-3. Estas correlagdes, ndo foram notadas
em solucao aquoso de 30% TFE, sao fortes indicios de alteragdes na conformacao da

cadeia peptidica, proveniente das interagdes com o meio micelar.
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Figura 43: Mapas de contornos 'H-'H-NOESY parcial do [p-Glc-trz-G'JHSP1 em
solugao de SDS 500 mM.

Ampliacao (A) na regido amidica, (B) regido caracteristica de hidrogénios glicosidicos,
(C) regiao de correlacdo Hq e cadeia lateral e (D) regido de correlacdo hidrogénio
glicosidico e cadeia lateral.
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Logo, pode-se assumir que em presenca de micelas de SDS a cadeia lateral do
residuo de [p-Gle-trz]Glyl encontra-se na mesma face hidrofobica a qual o residuo de
Leu-3 também esta localizado. Essa orientagdo indica uma maior estabilidade da estrutura
helicoidal da regido N-terminal, o que facilitaria o ancoramento da estrutura peptidica na
bicamada fosfolipidica, elevando o potencial antifingico do derivado glicotriazélico em
relagdo aos peptideos HSP1 e o [trz-G!]HSP1, assim como apresentados por Junior
(2017). A FIG. 44 (p 63) mostra a sobreposi¢ao das 10 estruturas tridimensionais de
menor energia para o peptideo [p-Glc-trz-G'JHSP1 em solugio de TFE 30% (v/v) e no

meio biomimético de SDS.
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Figura 44: Estrutura tridimensional do peptideo [p-Glc-trz-G'THSP1 em (A) solugdo de
TFE 30% (v/v) (B) e em presenca de meio micelar de SDS.

Sobreposi¢do das 10 estruturas de menor energia em solu¢ao de TFE 30% (v/v) (A) e
meio 200 mM de SDS (B). As cadeias laterais apolares estdo representadas em verdes
enquanto que as polares carregadas em azul. A unidade glicotriazdlica encontra-se
colorida na cor laranja.

A comparagdo entre os conjuntos de estruturas nos dois meios revela maior
estabilidade da estrutura helicoidal e anfipaticidade em solu¢ao de TFE 30% (v/v) (FIG.
44A). Em TFE a estrutura glicotriazolica mantem-se sempre orientada em mesma face
hidrofilica da estrutura helicoidal, enquanto que na presenga de micelas de SDS ha uma
maior dindmica conformacional da regido N-terminal, ocasionando em distor¢des na
hélice, e uma distribuicao mais heterogénea da estrutura sacaridea em relagao as faces
hidrofilicas e hidrofébicas. Possivelmente, a primeira etapa da interacdo peptideo-
membrana ocorre segundo uma atragao eletrostatica da face hidrofilica de [p-Glc-trz-
G']HSP1 (FIG. 44A) com a superficie da membrana celular, TFE, facilitando desta forma
o ancoramento da regido N-terminal na interface da membrana. Em seguida, a cadeia
peptidica pode alterar sua orientagdo em diferentes formas, como observado em micelas
de SDS (FIG. 44B), inserindo as cadeias laterais de residuos apolares direcionadas por
interagdes hidrofobicas com o interior da membrana. Como resultado dessa maior

dindmica molecular tem-se um ganho na capacidade de perturbagdo da estrutura da
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bicamada lipidica e consequentemente maior atividade microbiana dos glicotriazol-

peptideos em relacdo ao HSP-1 e trz-HSP1 (Henzler-Wildman e Kern, 2007).

5.3 Dicroismo Circular (CD)

O dicroismo circular (CD) ¢ uma técnica que permite a obtengdo de informagdes a

respeito das preferéncias conformacionais de peptideos em diferentes meios
biomiméticos. Dessa forma, foram propostos experimentos de CD para o peptideo HSP1
e andlogos em solucao de TFE 30% (v/v) e presenca de micelas de SDS na concentragdo
de 200 mM para efeitos de comparagao do comportamento conformacional dos peptideos
nesses diferentes meios.

A técnica de CD ¢ bastante sensivel a variacdes conformacionais de peptideos.
Onde estruturas com conformacao em a-hélice caracteristicamente apresentam nesse tipo
de experimento dois vales negativos em Amax 208 nm € Amax 222 nm € um pico positivo de
alta intensidade em Amsx 196 nm. A B-folha por sua vez ¢ caracterizada por dois vales
negativos em Amax 180 nm e Amax 217 nm e um pico positivo de média intensidade em Amsx

195 nm (Woody, 1995). A Figura 40 apresenta os espectros de CD para o peptideo HSP1

e seus analogos.

Figura 45: Espectros de CD obtidos em (A) solugdo de TFE 30% (v/v) e (B) micelas de
SDS na concentragao de 200 mM.
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A partir dos espectros obtidos (FIG. 45), ¢ possivel verificar que tanto o HSP1
quanto seus andlogos apresentam conforma¢do em a-hélice quando em presenga de
vesiculas, apresentando os respectivos sinais, sendo um pico positivo em Amax 196 nm e
duas bandas negativas entre Amsx 208 nm e Amax 222 nm. Ja na presenga apenas de solugao

tampao, ambos apresentam comportamento caracteristico de estruturas desenoveladas.
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Ainda foram realizados calculos de deconvolucao para obtengdo do valor de
conteudo helicoidal dos peptideos em cada meio, cujos os valores estdo apresentados na

TAB. 5.

Tabela 5: Contetido helicoidal calculado para os peptideos HSP1, [trz-G!'JHSP1, [p-Glec-
trz-G'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 em solugdes de TFE 30% (v/v) e micelas 200
mM de SDS.

% de contetiido helicoidal (H)

HSP1 70 67
[trz-G'|HSP1 65 60
[p-Gle-trz-G'|HSP1 78 84
[p-GlcNAc-trz-G'|HSP1 80 88

Os dados de helicidade molar (H) mostram que a introdugdo da estrutura tiazol nao
altera de forma significativa o perfil de estrutura secundaria de HSP1. Contudo, a
presenca das unidades glicotriazol resultam em um aumento da helicidade em relacdo ao
peptideo original. Comparando-se a estrutura tridimensional do peptideo HSP1 com as
estruturas de [p-Glc-trz-G'JHSP1 obtidas neste trabalho (FIG. 37 p 57), é possivel notar
uma similaridade na extensdo da hélice na cadeia peptidica, que em ambas as estruturas
estende-se do residuo de Ile-2 a Gly-14. Neste sentido, o maior contetido de hélice deve
estar relacionado com a maior constante de particdo dos glicotriazol-peptideos em
comparacao com HSP1 e [trz-G1]HSP1 (Ladokhin et al., 2010). Assim sendo, o estudo
sugere que a presenga das unidades glicotriazol aumentam a interagao dos derivados em

relacdo ao peptideo HSP1.

5.4 Calorimetria de Titulagdo Isotérmica (ITC)

Com o intuito de avaliar comparar a interagao peptideo-membrana de HSP1 e dos
derivados sintetizados, foi proposto o estudo por calorimetria de titulagdo isotérmica
(ITC). A técnica de ITC fornece parametros termodindmicos onde, a partir das variagdes
de calor gerado no sistema ¢ possivel predizer os tipos de interacdes predominantes, sendo
as principais eletrostaticas e hidrofébicas (Ball e Maechling, 2009). Neste trabalho a ITC
foi utilizada para verificar se a termodindmica da interacdo peptideo-membrana dos
glicotriazol-peptideos em comparagdo com o triazol-peptideo e HSP1, e dessa forma,

relacionar com o aumento na atividade antifungica dos glicotriazol-peptideos.
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Foram realizados experimentos para os peptideos HSP1, [trz-G'JHSP1, [p-Glc-trz-
G'1HSP1 e [p-GlcNAc-trz-G']JHSP1. Nas vesiculas de POPC:POPG (3:1) em tampdo
tris-HCI em pH 8,5, foram utilizadas as concentracdes de 10 mM para vesicula e de 100
uM para os peptideos HSP1 e [trz-G'JHSP1, ja para os experimentos com os analogos
glicotriazolicos foi usada a concentragdo 50 uM para os peptideos e de 20 mM para as

vesiculas.

Figura 47: Isotermas de titulago calorimétrica para os peptideos HSP1 e [trz-G']HSP1
em POPC:POPG (3:1) em tampao tris-HCl em pH 8,5.

Grafico de fluxo de calor para cada injecdo de POPC:POPG em (A) HSP1 e (B) [trz-
G'HSP1 em funcio do tempo. Entalpia por razio molar de (C) POPC:POPG/HSP1 e (D)
POPC:POPG/[trz-G'THSP1 com subtragio dos respectivos calores de dilui¢do.
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As isotermas apresentaram um padrdo de titulacdo que sugere que as interagdes
predominantes sdo as eletrostaticas devido a variagao negativa do fluxo de calor a cada
injecdo de vesiculas a solugdo de peptideo (Seelig, 2004). Na titulagdo de LUV em
solugdo de HSP1 (FIG. 47A e 47C), a variagdo de calor foi muito préxima aos valores do
calor de dilui¢do das LUV, sugerindo que ndo ha uma interagdo significativa peptideo
com as vesiculas de POPC:POPG (Ball e Maechling, 2009), o que condiz em parte com
a baixa atividade antibacteriana do peptideo (Prates et al., 2004).

Em contrapartida, os dados obtidos com o [trz-G'JHSP1 (FIG. 47B e 47D) apontam
para uma maior interacdo do peptideo com as LUV de POPC:POPG, evidenciado pelo
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maior calor envolvido em cada ponto da titulacdo (Arias et al., 2016). Este resultado
mostra que a presenca do anel triazol na estrutura pode propiciar maior interagdo do
peptideo na bicamada fosfolipidica. No entanto, ndo h4a uma diminui¢ao do calor ao ponto
de se aproximar do calor de diluicdo do sistema, o que mostra uma baixa constante de
particao do peptideo no meio lipidico (Le et al., 2013).

A FIG. 48 apresenta os dados obtidos das titulagcdes de LUVs de POPC:POPG(3:1)
nas solucdes de [p-Glc-trz-G'JHSP1 e [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1.

Figura 48: Isotermas de titulago calorimétrica para os peptideos [p-Glc-trz-G'JHSP1 e
[p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 em POPC:POPG(3:1) em tampio tris-HCl em pH 8,5.

Grafico de fluxo de calor para cada injegdo de POPC:POPG em (A) [p-Glc-trz-G'JHSP1
e (B) [p-GlcNAc-trz-G'JHSP1 em funcdo do tempo. Entalpia por razdo molar de (C)
POPC:POPG/[p-Glc-trz-G'JHSP1 e (D) POPC:POPG/[p-GlcNAc-trz-G'JHSP1com
subtracao dos respectivos calores de diluigao.
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ApoOs a subtracdo do calor de diluicao das LUV em cada experimento verifica-se
valores positivos nas isotermas de entalpia por razdo molar de ambos os peptideos,
sugerindo assim uma maior predominancia de intera¢des hidrofobicas (Hoernke et al.,
2012). Este resultado indica maior preferéncia dos glicotriazol-peptideo pela interface
apolar em comparagio com a HSP1 e [trz-G!'JHSP1, o que pode ser decorrente da maior
inser¢ao das unidades glicosidicas na regido apolar da membrana fosfolipidica. Tais

resultados estdo condizentes com com os dados de CD que mostram maior helicidade
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para os glicotriazol-peptideos devido a maior constante de particdo no meio lipidico,
quando comparados também ao peptideo HSP1 e o derivado triazol. Além disso, assim
como apontado nos dados de RMN, a presenga da estrutura glicotriazolica favorece o
ancoramento da estrutura peptidica, somado ainda a maior dinamica molecular que
permite uma melhor permeabilizacdo do peptideo na bicamada lipidica por meio do

favorecimento das interagdes apolares.

5.4 Degradacao de Ergosterol

Até o momento, os resultados deste trabalho revelaram que a presenga das unidades
glicotriazol tem efeito direto no modo de interacdo dos derivados de HSP1 com
membranas fosfolipidica, podendo este ser um fator responsavel pelo aumento da
atividade antiftingica dos derivados glicotriazol de HSP1. Contudo, muitos agentes
antifingicos, como os derivados triaz6is, ou mesmo um farmaco comercial como a
anfotericina B, sdo capazes de realizar a sua acdo sem a necessidade de entrar na célula
procariota (Herbrecht et al., 2002). Isso ocorre, pois essas moléculas sdo capazes de
degradar o ergosterol presente na membrana do fungo desestabilizando-a (Walsh et al.,
2004). Neste sentido, afim de verificar se a presenca do anel triazélico e das unidades
sacarideas podiam atuar diretamente no ergosterol presentes em células de fungos, foram
propostos experimentos para avaliar a capacidade de degradacdo de ergosterol em LUV
de POPC:POPG. Para isso, foram preparadas solugoes 2 mM de POPC:POPG (3:1)
contendo 30% em mol de ergosterol em tampao tris-HCI (pH 8,5) e tampao fosfato (pH
7,0), sendo adicionados 200 uM de solugdo de peptideo e analogos deixando-se sob
agitacdo durante 18h. Para a quantificagdo de ergosterol foram seguidos as bases
metodologicas apresentadas por Clejan e Bittman, (1985), com algumas adaptagdes.

A partir de uma mesma solu¢do controle foram separadas 5 aliquotas, somente em
uma nao foi adicionado o peptideo. A quinta amostra passou pelos mesmos processos aos
quais foram empregadas as amostras com peptideos. Sendo preparada para que se tivesse
uma amostra controle, e tornando possivel a identificagdo de perdas ou erros durante todo
0 processo, essa amostra foi denominada de branco. Os dados obtidos estdo apresentados

na FIG. 46 (p 69).
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Figura 46: Dados da taxa de degradagao de ergosterol por peptideo.
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Os resultados revelam que em pH 8,5 apenas o [p-GlcNac-trz-G1]HSP1 ¢ capaz de
degradar o ergosterol em taxas superiores a 50%. No entanto, em pH 7,0 tanto o [p-Glc-
trz-G1]HSP1 quanto o [p-GlcNAc-trz-G1]HSP1 demostraram capacidade de degradacao
de ergosterol, com valores proximos a 40%. Tais resultados mostram que em valores de
pH mais préximos daqueles empregados em ensaios antifingicos, ambos os glicotriazol-
peptideos apresentam capacidade similar de degradacao do ergosterol na membrana de
fungos, sendo estas de 39,7% e 35,0%, respectivamente.

Deste modo, pode-se verificar um efeito sinérgico na atividade dos glicotriazdlicos,
dependente ndo apenas da modificagdo estrutural, mas também do pH do ambiente ao
qual estao expostos. Apesar do seu conhecido potencial antifingico, apenas a presenca
do anel triaz6lico nao obteve a mesma capacidade de degradacdo de ergosterol quanto as
estruturas glicotriazolicas. Sendo observado mais uma vez, a necessidade das estruturas
sacarideas para que haja uma maior perturbacdo da membrana, facilitando assim o acesso

ao ergosterol.
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6 Conclusao

Os dados obtidos a partir dos experimentos de CD, ITC e RMN apresentaram
mudangas significativas no modo de interacao peptideo-membrana entre os glicotriazol-
peptideos e o HSP1. A partir dos dados de CD foi possivel verificar que a inser¢ao da
estrutura triazélica ndo altera significativamente as preferéncias conformacionais da
cadeia peptidica de HSP1 mesmo com a inser¢ao das unidades glicotriazol. Contudo, as
estruturas contendo a unidade glicotriazolica apresentaram aumento nos valores de
helicidade, sendo ainda mais evidente quando na presenca de micelas de SDS. Em acordo
com estes dados, as estruturas tridimensionais obtidas por RMN para os glicopeptideos
mostraram uma extensdo de hélice muito similar tanto para HPS1 quanto para os seus
derivados. Neste sentido, pode-se afirmar que a maior helicidade estd relacionada ao
aumento da constante de particio de HSP1 devido a presenca da porcao glicotriazol.
Diante disso, foram obtidas isotermas da interagdo de HSP1 e dos derivados com
vesiculas de POPC:POPG cujos os resultados comprovaram predominéncia de interagdes
eletrostaticas para HSP1 e o [trz-G!'JHSP1, enquanto que para [p-Gle-trz-G'JHSP1 e [p-
GlcNAc-trz-G'JHSP1 demonstraram a predominincia de interagdes hidrofobicas,
corroborando assim com os dados estruturais.

Além disso, os testes de degradagdo de ergosterol mostraram que os derivados
glicotriazdlicos foram mais ativos que os HSP1 e o [trz-G']HSP1, provavelmente
advindos da maior dinamica molecular na bicamada lipidica provida pela presenca da
unidade sacaridea, que consequentemente, além de aumentar a interagdo com a bicamada
fosfolipidica também eleva o grau de perturbacdo. Assim sendo, embora o anel triazdlico
exerc¢a importante papel na inibicdo do ergosterol, ¢ possivel concluir que a presenga da
unidade sacaridea ¢ primordial para o aumento do potencial antifingico dos glicotriazol-
peptideos derivados de HSP1, cujo efeito estd em grande parte associado a capacidade de

elevar a interacdo do peptideo com a membrana perturbando sua estrutura.
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8 Anexos

8.1 Figuras e Tabelas
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Anexo 1: Estrutura dos vinte aminoacidos padrao.

Aminoacidos apolares

H o8 o
+ o
{ HsN
HaN 6] HaN*® 0
O
Glicina (G) Alanina (A) WValina (V)
Gly Ala Val
o
o
o +
HaN* N e}
? HzN* e} Hz
Leucina (L) Isoleucina (1) Prolina (P)
Leu lle Pro

Aminodcidos aromaticos  op

H3N

H4N

Serina (S)
Ser

HaN*
O

Metionina (M)
Met

o

Treonina (T)
Thr

o}
HzN

HaN*
Q

Asparagina (N)
Asn

Aminoécidos polares ndo carregados

HO OH
o
+ Q
HzN HaN*
6]

HS

HaN*
(8]
Cisteina (C)
Cys

HzN O

HaN*

Glutamina ()
Gln

Fenilalanina (F) Triptofano (W) Tirosina (Y)
Tt
Aminoécidos carregados negativamente
HO 6]
0
HO
" o 4 o
H,N HaN

e ie)

0~ Yo

O O
Acido agpirtico (D) Acido glutamico (E)
Asp Glu

Aminodcidos carregados positivamente

H.N
=—NH
NHz HN
& +
HaN HN
0' i 0
o] Q
Lisina (K) Arginina (R) Histidina (H)

Lys Arg His




84

Anexo 2: Esquema representativo dos sistemas de spins com os respectivos

deslocamentos quimicos caracteristicos para os diferentes residuos de aminoacidos.
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Anexo 3: Mapa de contorno 'H-'H-TOCSY parcial do [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 em
solug@o de TFE 30% (v/v).
Ampliacdo da regido amidica.
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Anexo 4: Mapa de contorno 'H-'H-NOESY parcial do [p-GlcNac-trz-G'JHSP1 em
solucao de TFE 30% (v/v).
Ampliagdo da regido amidica.
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Anexo 5: Tabela de deslocamento quimico dos residuos de aminoacido de 1 a 13 do
peptideo [p-Gle-trz-G'JHSP1 em solucdo de TFE 30% (v/v).

Residuo 1 ([p -Gle-trz]Gly) Residuo 7 (Lys)
Sigla (d&tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Sigla (d&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,333 HN 8,03
HB1 3,539 HA 3,987
HB2 3,387 HB2 1,975
HDI11 8,215 HG2 1,489
H1 6,015 HD2 1,725
H2 5,684 HE2 2,974
H3 5,499 Residuo 8 (Ala)
H4 5,304 Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HS5 4,201 HN 7,64
H6 4,304 HA 4,167
Residuo 2 (Ile) HB 1,581
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 9 (Ile)
HN 8,606 Sigla (a&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,167 HN 8,242
HB 1,849 HA 3,768
HG12 1,297 HB 1,978
HD1 0,919 HG12 1,126
Residuo 3 (Leu) HG13 0,856
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 10 (Ala)
HN 9,003 Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,27 HN 8,502
HB2 1,975 HA 4,086
HG2 1,626 HB 1,491
HD1 0,936 Residuo 11 (Lys)
Residuo 4 (Asp) Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) HN 7,961
HN 7,911 HA 4,126
HA 4,457 HB2 1,986
HB2 2,959 HG2 1,487
HB3 2,85 HD2 1,738
Residuo 5 (Ala) HE2 2,981
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 12 (Ala)
HN 7,598 Sigla (4tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,251 HN 8,325
HB 1,56 HA 4,276
Residuo 6 (Ile) HB 1,489
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 13 (Ala)
HN 7,988 Sigla (a&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 3,763 HN 7,91
HB 1,984 HA 3,983
HG12 1,275 HB 1,488
HDI1 0,941
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Anexo 6: Tabela de deslocamento quimico dos residuos de aminoacido de 1 a 13 do
peptideo [p-GlcNAc-trz-G!'JHSP1 em solugio de TFE 30% (v/v).

Residuo 1 ([p -GlcNAc-trz]Gly)

Residuo 7 (Lys)

Sigla (a&tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,387 HN 8,005
HBI1 3,539 HA 3,956
HB2 3,457 HB2 1,936
HDI11 8,107 HG2 1,438
H1 5,975 HD2 1,7
H2 4,591 HE2
H3 5,482 Residuo 8 (Ala)
H4 5,227 Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm)
H5 4,148 HN 7,621
Ho6 4,268 HA 4,128
Residuo 2 (Ile) HB 1,552
Sigla (4tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 9 (Ile)
HN 8,681 Sigla (4tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,187 HN 8,204
HB 1,844 HA 3,738
HGI12 1,296 HB 1,952
HDI1 0,898 HGI12 1,098
Residuo 3 (Leu) HG13 0,896
Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 10 (Ala)
HN 8,84 Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,243 HN 8,463
HB2 1,96 HA 4,05
HG2 1,595 HB 1,461
HD1 0,941 Residuo 11 (Lys)
Residuo 4 (Asp) Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm)
Sigla (atomo) | Deslocamento quimico (ppm) HN 7,933
HN 7,909 HA 4,093
HA 4,43 HB2 1,957
HB2 2,934 HG2 1,507
HB3 2,808 HD2 1,704
Residuo 5 (Ala) HE2
Sigla (a&tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 12 (Ala)
HN 7,595 Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 4,206 HN 7,916
HB 1,536 HA 4,246
Residuo 6 (Ile) HB 1,511
Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm) Residuo 13 (Ala)
HN 7,969 Sigla (4&tomo) | Deslocamento quimico (ppm)
HA 3,735 HN 8,285
HB 1,96 HA 4,246
HGI12 1,249 HB 1,451
HDI 0,919




